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O consumo de compostos de origem vegetal tem sido inversamente 
relacionado com o risco de doenças associadas ao stress oxidativo assim 
como o cancro. Compostos naturais que diminuam o stress oxidativo e 
consequente extensão dos danos sobre o DNA reduzem potencialmente o 
risco de desenvolvimento de cancro. Assim, justifica-se o estudo dos efeitos de 
compostos naturais de origem vegetal na protecção do DNA. O objectivo do 
presente trabalho foi investigar o potencial efeito quimopreventivo da 
quercetina (Q), rutina (R) e ácido ursólico (AU) sobre os danos oxidativos no 
DNA induzidos pelo tert-butil hidroperoxido (t-BHP) numa linha celular do 
hepatoma humano (HepG2) pelo método “comet assay”. Para compreender 
que possíveis mecanismos estavam envolvidos na protecção do DNA foram 
avaliados os efeitos de diferentes tipos de tratamento com os compostos 
naturais: incubação simultânea; pré-tratamento e pré-tratamento com período 
de recuperação. Um outro objectivo foi avaliar o efeito dos compostos naturais 
sobre a proliferação celular através do método da redução do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). Os nossos resultados 
mostraram que a Q protege o DNA dos danos induzidos pelo t-BHP em células 
HepG2 através de diferentes mecanismos. A forma glicosilada, R, não teve 
efeitos a nenhum dos níveis. O AU protegeu o DNA dos danos induzidos pelo 
t-BHP nos ensaios de pré-incubação com ou sem período de recuperação. Os 
efeitos antiproliferativos da Q e do AU aumentaram com o tempo de incubação 
das células, com os respectivos compostos. A rutina não teve efeitos sobre a 
proliferação celular. O potencial anticarcinogénico da Q e do AU no fígado 
parece ser devido a diferentes mecanismos: prevenção dos danos no DNA 
através da modulação do sistema antioxidante endógeno, das enzimas 
envolvidas no metabolismo dos xenobióticos e reparação dos danos através 
da modulação do sistema de reparação e inibição da proliferação celular. No 
caso da Q um outro mecanismo envolvido na prevenção dos danos é 
actividade antioxidante. A quimoprevenção com agentes naturais eficazes 
pode ser usada como uma estratégia para diminuir a incidência de diversos 
tipos de cancro através da inclusão na alimentação de factores protectores que 
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The consumption of natural some compounds is inversely correlated with the 
risk of diseases associated to oxidative stress such as cancer. Natural 
compounds that decrease oxidative stress and consequent DNA damage 
reduce the potentially risk of cancer development. Thus, the study of effects of 
natural compounds of vegetable origin in protection of  DNA is justified. The 
aim of the present study was to investigate the potential chemoprotective 
effects of quercetin (Q), rutin (R) and ursolic acid (UA) on tert-butyl 
hydroperoxide (t-BHP)-induced oxidative DNA damage in a human hepatoma 
cell line (HepG2) by the comet assay. To determine whether any effects were 
due to direct chemical interactions or to cellular mediated responses three 
different types of treatments were used: simultaneous treatment; pre-treatment 
and pre-treatment with recovery period. In addition, we performed the MTT  (3-
(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay to evaluate 
effects on cell proliferation. Our results show that Q is protective against 
HepG2 DNA damage induced by t-BHP through mechanisms at three levels. 
The glycosylated form, R showed no effects at any levels. UA was effective in 
protecting DNA against damage induced by t-BHP in pre-incubation 
experiments with or without a recovery period. Antiproliferative effects of Q and 
UA increased with incubation time of cells. R showed no effects on cellular 
proliferation. The anticarcinogenic potential of Q and UA on liver seems to be 
due to different mechanisms: prevention of DNA damage through a modulation 
of endogenous antioxidant systems and enhancement of xenobiotic 
metabolising enzymes and DNA repair by modulation of repair system and 
inhibition of cell proliferation.  In the case of Q another mechanism involved in 
prevention of DNA damage is activity antioxidant of this compound. 
Quemoprevention with effective natural agents can be used as a strategy to 
decrease the incidence of several cancer types through their inclusion in the 
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O estilo de vida característico da sociedade moderna, em que o 
consumo de tabaco, de dietas ricas em gordura e em açúcar e a baixa 
actividade física, parece estar associado ao desenvolvimento de diversos tipos 
de patologias (Barnard, 2004). Nos últimos 20 anos, vários laboratórios de 
investigação têm vindo a orientar os seus trabalhos no sentido de estabelecer 
uma relação entre os hábitos alimentares e o estado de saúde das populações 
e tem-se assistido a um crescente interesse em compreender como os padrões 
alimentares e constituintes da dieta podem modular respostas à toxicidade 
celular (Barnard, 2004). Dados epidemiológicos indicam que dietas ricas em 
frutos e vegetais estão inversamente relacionadas com o risco de doenças 
crónicas e degenerativas tais como doenças cardiovasculares e certos tipos de 
cancros (DeMarini, 1998; Doll, 1990; Ribeiro e Salvadori, 2003). Quando 
comparamos a incidência de cancro em países ocidentais com os valores 
obtidos em países asiáticos verificamos que existem grandes diferenças. Estas 
correlacionam-se com a existência de marcadas diferenças nos hábitos 
alimentares das diferentes populações verificando-se que a ingestão de frutos 
e legumes é muito mais abundante entre os orientais. Vários esforços têm sido 
realizados no sentido de identificar os compostos presentes nos frutos e 
vegetais que exercem efeitos benéficos e também no sentido de elucidar os 
mecanismos pelos quais estes compostos inibem os danos celulares e a 
degeneração (O’Brien et al., 2000).  
Para além dos maus hábitos alimentares e estilo de vida sedentário 
também o avanço da tecnologia produziu novos químicos que entraram no 
ambiente como contaminantes, em muitos casos a baixos níveis mas a uma 
grande velocidade. Estima-se que por ano entram no ambiente mais de 300 
milhões de toneladas de compostos químicos orgânicos, o que pode incluir 
mais de 100 mil compostos. A contaminação química do ambiente tem sido 
apontada como a grande responsável pelo desencadear de muitas desordens 
biológicas. A incidência do cancro em humanos parece estar relacionada com a 
contaminação da cadeia alimentar e do ambiente ocupacional. 
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Quando em presença de compostos estranhos e potencialmente tóxicos 
(xenobióticos) as células do organismo afectado procuram eliminá-los através 
de reacções de destoxificação. Durante o metabolismo dos xenobióticos, no 
entanto, podem resultar metabolitos biologicamente mais activos, incluindo 
espécies reactivas de oxigénio (ROS). Uma vez que o stresse oxidativo tem 
sido associado a várias doenças, nomeadamente o cancro, o reforçar das 
defesas celulares contra espécies reactivas de oxigénio, tais como radicais 
superóxido e peróxido de hidrogénio poderia ser benéfico para a saúde 
humana (Halliwell, 1997). Uma produção elevada de ROS, que exceda a 
capacidade de defesa antioxidante da célula (garantida por compostos como 
glutationa e Vitamina E), pode causar danos oxidativos no DNA, podendo 
assim contribuir significativamente para o desenvolvimento do cancro (Klaunig 
e Kamendulis, 2004). Compostos naturais que diminuam o stresse oxidativo e a 
extensão dos danos sobre o DNA reduzem potencialmente o risco de 
desenvolvimento de cancro (Agner et al., 2005; Chen et al., 2003; Jeyabal et 
al., 2005; Roussou et al., 2004). Assim, justifica-se o estudo dos efeitos de 
compostos naturais de origem vegetal na protecção do DNA. 
A extensão e o tipo de danos oxidativos do DNA podem ser usados 
como biomarcadores do desenvolvimento do cancro (Halliwell, 2002). Estes 
biomarcadores podem ser úteis para dar resposta a questões nutricionais, 
como por exemplo, identificar quais os frutos e vegetais, e que constituintes em 
particular, têm um efeito protector contra danos oxidativos sobre o DNA e 
consequentemente no retardar do desenvolvimento do cancro (Halliwell, 
2000a). Assim, para além de factores ambientais, o grau de danos oxidativos 
do DNA num indivíduo é influenciado por factores alimentares e genéticos, tais 
como a taxa de formação de radicais livres e a capacidade de defesa 
antioxidante da célula bem como da taxa de reparação dos danos oxidativos do 
DNA (Benhamou e Sarasin, 2000). 
Uma vez que a cura de tumores malignos é especialmente difícil e a 
exposição a agentes mutagénicos é muitas vezes difícil de evitar, a 
quimoprevenção com agentes naturais eficazes pode ser usada como uma 
estratégia para diminuir a incidência de diversos tipos de cancro através da 
inclusão na alimentação de factores protectores que fortifiquem os mecanismos 
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de defesa do organismo (De Flora, 1998; Ribeiro e Salvadori, 2003; Serrano et 
al., 2004).  
 
 
1.1. Stresse Oxidativo 
 
Em condições fisiológicas normais cerca de 1% a 3% do oxigénio 
consumido é convertido em espécies reactivas de oxigénio (ROS) através do 
metabolismo oxidativo. No entanto, ao longo do ciclo de vida, o organismo 
pode estar sujeito a episódios de stresse oxidativo induzido por elevadas taxas 
de consumo de oxigénio. Como exemplos temos a prática de exercício físico 
muito intenso e factores ambientais como exposição a tóxicos (Fang et al., 
2002). O stresse oxidativo é definido como sendo o desequilíbrio entre a 
capacidade antioxidante do sistema biológico e efeitos oxidantes a favor destes 
últimos (fig. 1) do qual podem resultar danos celulares. Este desequilíbrio 
ocorre quando há um aumento excessivo na produção de ROS e o sistema 
antioxidante não as consegue eliminar de modo eficiente. Entre as ROS 
existem compostos designados por radicais livres tais como os radicais 
hidroxilo (•OH), superóxido (O2-•), peroxilo (RO•2), alcoxilo (RO•), hidroperoxilo 
(HO•2) e espécies não radicalares como peróxido de hidrogénio (H2O2) (Fang et 
al., 2002; Halliwell, 2000b). Os radicais livres podem ser definidos como 
moléculas que contém um ou mais electrões desemparelhados o que confere 
um elevado grau de reactividade enquanto que as espécies não radicalares 
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As ROS são produzidas nas células a partir de fontes endógenas ou 
exógenas. As potenciais fontes endógenas inclui a mitocôndria, o metabolismo 
mediado pelo sistema citocromo P450, os peroxissomas e as células do 
sistema imunitário (exemplo, macrófagos, eosinófilos e neutrófilos). As fontes 
exógenas incluem as radiações ionizantes e os compostos carcinogénicos. A 
mitocôndria é uma das principais fontes fisiológicas das ROS. Ao longo da 
cadeia de transporte de electrões 95% do oxigénio é reduzido, sendo o 
restante responsável pela formação de ROS (Klaunig e Kamendulis, 2004; 
Valko et al., 2006). 
A formação do anião superóxido ocorre por diversos mecanismos como, 
a oxidação do NADPH através da NADPH oxidase, a oxidação da xantina ou 
hipoxantina pela xantina oxidase, a oxidação dos equivalentes redutores 
(exemplo, FAD reduzido) através do sistema mitocondrial de transporte de 
electrões e a redução do oxigénio molecular pelo sistema citocromo P450 
(Fang et al., 2002; Valko et al., 2006). O anião superóxido não reage 
directamente com os polipéptidos, os açúcares ou os ácidos nucleicos no 
entanto, pode ser convertido pela acção da superóxido dismutase em espécies 
mais reactivas como o peróxido de hidrogénio.  
O peróxido de hidrogénio pode também ser produzido nos microssomas 
e peroxissomas. Recentemente, a oxidação de ácidos gordos tem sido 
considerada como uma importante fonte na formação do peróxido de 
hidrogénio (Valko et al., 2006). Apesar da sua baixa reactividade o peróxido de 
hidrogénio pode funcionar como intermediário na formação de espécies mais 
reactivas como o radical hidroxilo. 
O radical hidroxilo forma-se a partir do peróxido de hidrogénio através de 
uma reacção catalisada pelos iões metálicos Fe2+ ou Cu+, denominada por 
reacção de Fenton (reacção 1) (Salles et al., 1999). O anião superóxido permite 
a reciclagem dos iões metálicos (reacção 2). 
 
H2O2 + Fe2+/Cu+ •OH + OH- + Fe3+ /Cu2+  (reacção 1) 
 
Fe3+ /Cu2++ O2•  Fe2+/Cu+ + O2     (reacção 2) 
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Os iões metálicos desempenham um papel importante na formação de 
radicais hidroxilo pelo que o organismo deve manter estes iões a níveis baixos, 
de modo a diminuir a formação de radicais extremamente reactivos. No 
entanto, deve-se ter em consideração o facto dos iões metálicos como o ferro e 
o cobre serem essenciais para o organismo uma vez que intervêm na síntese 
de várias enzimas (Halliwell e Gutteridge, 1999). A elevada reactividade do 
radical hidroxilo está relacionado com a sua baixa capacidade de migração, 
pelo que reage rapidamente com os componentes celulares que estão no local 
onde é formado (Klaunig e Kamendulis, 2004; Wiseman e Halliwell, 1996) 
 
 
1.1.1. Efeitos biológicos 
 
As espécies reactivas de oxigénio apresentam uma dualidade de efeitos, 
isto é, são benéficos ou prejudiciais para o organismo em função do nível da 
sua presença. Por exemplo, a níveis fisiológicos, as ROS estão envolvidos na 
defesa contra agentes infecciosos e numa variedade de sistemas de 
sinalização celular (Fang et al., 2002; Gamaley e Kluybin, 1999). 
Em contrapartida elevadas concentrações de ROS passam a ter um 
efeito prejudicial no nosso organismo podendo provocar danos oxidativos em 
diversas biomoléculas das células, nomeadamente nos lípidos, nas proteínas, 
nos carbohidratos e no DNA (Dizdaroglu, 2002).  
A molécula de DNA pode ser danificada por acção das ROS, gerando 
um grande número de alterações tais como, a oxidação das purinas, as 
ligações DNA-proteínas e as quebras nas cadeias do DNA “single- and double-
stranded DNA breaks” (Pelicano et al., 2004; Shackelford et al., 2000; Valko et 
al., 2006). O DNA é provavelmente o alvo do ataque oxidativo de maior 
importância biológica uma vez que se o DNA danificado não for imediatamente 
reparado os danos são acumuláveis ao longo da vida do organismo. Deste 
modo compreende-se a elevada incidência de diversos tipos de cancro, tais 
como, da próstata, do cólon, do recto e da mama em indivíduos de idade mais 
avançada (Halliwell, 2000a). Além dos efeitos sobre o DNA, as ROS podem 
promover o desenvolvimento de cancro por vários outros mecanismos 
adicionais, incluindo efeitos sobre a proliferação celular, a prevenção da 
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apoptose, os danos nas enzimas reparadoras do DNA e na ligação dos 
produtos finais da peroxidação lipídica às bases do DNA, dando origem às 
lesões mutagénicas (Halliwell, 2000a).  
 
 
1.2. Compostos naturais 
 
Ao longo dos séculos as plantas têm sido utilizadas no tratamento das 
mais variadas patologias, tendo já sido identificados milhares de compostos 
presentes em produtos naturais como sementes, leguminosas, vegetais e 
frutos. As propriedades benéficas têm sido atribuídas em grande parte aos 
flavonóides presentes nas plantas. Além destes, muitos outros compostos 
naturais com propriedades benéficas, entre eles os triterpenóides têm sido 





Os polifenóis (compostos por dois ou mais grupos fenol) incluem mais do 
que 8000 compostos conhecidos, desde fenóis mais simples tais como os 
ácidos fenólicos, passando pelos flavonoides (exemplo quercetina), até 
compostos de composição e complexidade variada tais como os diarilheptanos 
(exemplo curcumina) (Ferguson, 2001). O reconhecido interesse pelos 
polifenóis, apesar de classificados como não nutrientes, está relacionado com o 
facto de muitos deles apresentarem, entre outros, efeitos antioxidantes, anti-
inflamatórios, anti-estrogénicos, anti-mutagénicos e/ou anti-carcinogénicos que 
podem ser potencialmente benéficos na prevenção de doenças e protecção da 
estabilidade genética (Bravo, 1998; Ferguson, 2001). Os flavonóides 
(substâncias polifenólicas de baixo peso molecular) incluem mais de 5000 
compostos conhecidos.  
Existe uma certa dificuldade em avaliar e relacionar a entrada de 
polifenóis nos humanos com os seus efeitos sobre o risco de cancro e com a 
estabilidade genómica. Vários estudos epidemiológicos tentam estabelecer 
uma relação entre a ingestão dos flavonoides e a redução do risco de cancro, 
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de doenças do coração, entre outras. No entanto continua difícil, através deste 
tipo de estudos, atribuir o efeito observado a um composto específico e a uma 
determinada dose. Estudos in vitro e in vivo com animais contribuem de forma 
decisiva para o aumento do conhecimento sobre as propriedades biológicas 
dos compostos isolados.  
 
 
1.2.1.1. Estrutura química dos flavonóides 
 
 Os flavonóides são constituídos por 3 anéis fenólicos (A, B e C) na sua 
estrutura básica (fig. 2a). O anel A (anel de benzeno) está condensado com o 
C6 do anel C que, na posição 2, têm ligado um anel fenilbenzeno (anel B) como 
substituinte. A estrutura básica permite uma grande variedade de padrões de 
substituição nos anéis A, B e C, dando origem a grande variedade de 
compostos dentro do grupo dos flavonoides (Aherne e O’Brien, 2002; Hollman 
e Katan, 1997). Os flavonoides estão divididos em 6 subclasses principais 
(flavonas, flavonois, flavononas, catequinas, antocianidinas e isoflavonas), 
dependendo dos substituintes do anel C (Ross e Kasum, 2002). 
O padrão de conjugação, glicosilação ou metilação dos substituintes 
pode ser muito complexa, podendo modificar o carácter hidrófilo das moléculas, 
as suas propriedades biológicas e aumentar significativamente o peso 
molecular dos flavonóides. Os flavonóides são ditos glicosilados, quando 
ligados a açúcares. Na ausência de resíduos de açúcar, são designados por 
aglicosilados. Os flavonóides encontram-se, normalmente, nas plantas na 
forma glicosilada. A glicosilação aumenta a polaridade das moléculas 
necessária para o seu armazenamento nos vacúolos das células vegetais 
(Aherne e O’Brien, 2002). Por exemplo a rutina (fig.2b) apresenta um rutinósido 
ligado ao grupo hidroxilo do C3 do anel C, correspondendo a uma das várias 
formas glicosiladas da quercetina existentes (fig.2c) (Da Silva et al., 2002). 
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  (a)    (b)    (c) 
 
Figura 2 – Estrutura básica dos flavonoides (a); rutina (b) e quercetina (c). 
 
Os efeitos biológicos dos polifenóis são determinados por vários factores 
que controlam entre outras coisas a sua entrada e retenção no organismo. 
Estes factores incluem: a estrutura básica, grau de “acylation” e/ou glicosilação, 
conjugação com outros fenólicos e grau de polimerização (Ferguson, 2001). A 
actividade antioxidante dos flavonóides é influenciada por três características 




- grupos o-dihidroxilo no anel B 
(azul); 
- ligação dupla entre a posição 2 e 3  
em conjugação com o grupo 4-oxo 
(cor de laranja); 
- presença simultânea do grupo 
            hidroxilo na posição 3 e 5 (amarelo). 
 
Figura 3 – Características estruturais que conferem a actividade antioxidante. 
 
 
1.2.1.2. Fontes alimentares 
 
Os flavonóides são compostos ubíquos nas plantas e são encontrados 
em quantidades significativas nos vegetais, frutos, sementes e em bebidas 
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podem variar significativamente de região para região, dependendo dos hábitos 
alimentares e das características culturais das populações (Aherne e O’Brien, 
2002). O consumo dos flavonóides através da dieta é uma importante fonte de 
entrada destes compostos no organismo. A entrada total de flavonóides 
glicosilados através de uma dieta normal foi estimada entre 26mg/dia e 1g/dia 
(Formica e Regelson, 1995; Hertog et al., 1993), podendo este valor ser muito 
superior quando os flavonóides são simultaneamente consumidos como 
suplementos alimentares. Um exemplo é o consumo de suplementos 
alimentares de quercetina que fornecem ao organismo doses 20 vezes mais 
elevadas do que o obtido com uma dieta vegetariana típica (Galati e O’Brien, 
2004). A quercetina encontra-se em elevadas concentrações, relativamente a 
outros flavonoides, numa grande variedade de alimentos. As formas 
glicosiladas da quercetina são igualmente predominantes (Aherne e O’Brien, 
2002). 
A quercetina é um dos flavonóides maioritários na dieta, pelo que 
normalmente a sua ingestão atinge níveis elevados. Considerando-se uma 
entrada de 26mg/dia de flavonóides no organismo através da dieta, cerca de 
16mg corresponde ao flavonóide quercetina. A rutina, glucósido da quercetina, 
é um dos flavonóides glicosilados mais consumidos através da dieta (Hertog et 
al., 1993; Hollman e Katan, 1999). 
 
 
1.2.1.3. Absorção e metabolismo 
 
São vários os estudos que demonstram a absorção dos flavonóides em 
humanos (Aziz et al., 1998; Hollman e Katan, 1997; Manach et al., 1998; 
Nielsen et al., 1997). No entanto, a questão que ainda permanece por 
responder e na qual existe alguma controvérsia é saber qual a forma em que 
os flavonóides são absorvidos: aglicosilada, glicosilada ou em ambas. 
Inicialmente, pensava-se que a absorção dos flavonóides era muito baixa, 
sendo as formas glicosiladas não absorvidas. Os flavonóides encontram-se nas 
plantas essencialmente na forma glicosilada. No intestino não tinham sido 
encontradas enzimas capazes de hidrolizar as suas ligações glicosídicas. No 
entanto, um estudo efectuado em indivíduos sujeitos a ileostomia, a absorção 
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de β-glucosidos de quercetina proveniente da cebola corresponde a 52%, 
enquanto que a absorção da quercetina aglicosidica a apenas 24% (Hollman et 
al., 1995). Estes investigadores consideraram que os humanos podem 
absorver quantidades significativas de quercetina tornando-se possível 
absorção dos glicósidos de quercetina através do intestino delgado. Ainda 
assim, Walle e seus colaboradores (2000) sugerem que a quercetina 
glicosilada é hidrolisada a quercetina, no intestino delgado, pelas β-
glucosidases e depois absorvida.  
O mecanismo de absorção da quercetina ainda não está clarificado. Os 
flavonóides aglicosilados possuem maior hidrofobicidade e podem ser 
transportados através da membrana celular por transporte passivo. A ligação 
de um açúcar ao flavonóide aumenta a natureza hidrófila da molécula o que 
reduz a possibilidade de transporte por difusão através da membrana. Pensa-
se que os flavonóides glicosilados possam ser absorvidos por transporte activo 
(Aherne e O’Brien, 2002; Manach et al., 1998). Vários autores fazem referência 
ao envolvimento dos transportadores da glucose na absorção dos glucósidos 
de quercetina (Gee et al., 1998; Manach et al., 2004; Noteborn et al., 1997; 
Wolffram et al., 2002). Day e colaboradores (2003) sugerem que os glucósidos 
de quercetina são absorvidos por transporte activo mediado pelo transportador 
da glucose dependente de Na+ (SGLT1). Uma vez no interior dos enterócitos 
são deglicosilados pela acção das β-glucosidases citosólicas. Uma alternativa a 
este mecanismo é a hidrólise dos glucósidos da quercetina por acção da 
“lactase phlorizin hydrolase” (LPH) seguindo-se a absorção por difusão passiva 
da quercetina aglicosilada. 
Em diversos estudos têm sido encontradas diferenças na absorção dos 
glucósidos de quercetina provenientes de diferentes fontes alimentares. O facto 
de certos flavonóides glicosilados serem absorvidos mais rapidamente do que 
outros sugere que o tipo de açúcar e a posição de ligação (variável de alimento 
para alimento) afecta a biodisponibilidade e a cinética de absorção dos 
flavonóides (Hollman et al., 1997). 
No metabolismo dos flavonóides estão envolvidos órgãos como o fígado 
e o intestino delgado. A primeira etapa do metabolismo dos flavonóides 
glicosilados ocorre na mucosa do intestino e envolve eventualmente a 
actividade das β-glicosidases que são responsáveis pela deglicosilação dos 
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flavonóides (O’Leary et al., 2003). São várias as enzimas hidrolíticas que têm 
sido identificadas no intestino capazes de degradar os flavonóides glicosilados 
(Aherne e O’Brien, 2002). Após absorção os flavonóides conjugados com 
substratos endógenos como o ácido glucurónico e sulfato ligam-se à albumina 
do sangue e são transportados para o fígado onde podem sofrer reacções de 
hidroxilação, metilação e redução. O metabolismo dos flavonóides nos 
humanos está também dependente da microflora intestinal. Os flavonóides que 
não são absorvidos no intestino delgado podem ser metabolizados, pela 
microflora do cólon, dando origem a moléculas aglicosiladas e ácidos fenólicos 
que por sua vez podem ser absorvidos ao nível do cólon (Hollman et al., 1995; 
Manach et al., 1998). Um exemplo parece ser a rutina que por acção das 
glicosidases presentes nas bactérias do intestino é convertida em quercetina 
(Hollman et al., 1997).  
De um modo geral, após uma dieta rica em produtos vegetais, as 
concentrações dos metabolitos dos flavonóides no plasma aumentam pouco 
tempo após a ingestão e diminuem em seguida. Manach e colaboradores 
(1998) consideram que 3h após a ingestão de uma refeição rica em produtos 
vegetais, os níveis de quercetina no plasma atingem o valor máximo, o qual 
diminui atingindo o nível basal às 20h após a refeição. Entende-se deste modo 
que os efeitos benéficos dos polifenóis sejam dependentes de um consumo 
regular de alimentos ricos nestes compostos. Moon e colaboradores (2000) 
consideraram que os níveis de quercetina no plasma se mantêm entre 10-7 a 
10-6M após ingestões periódicas de 100 a 200g de cebola/dia, podendo atingir 
transitoriamente níveis mais elevados, algumas horas após a ingestão. 
 
 
1.2.1.4. Efeitos biológicos 
 
Aos flavonóides, e em particular os flavonois como a quercetina atribui-
se uma ampla gama de actividades biológicas, como por exemplo, actividade 
antiviral (Middleton, 1984), anti-inflamatória (Ferguson, 2001), antimutagénica 
(Edenharder e Grunhage, 2003) e anticarcinogénica (Formica et al., 1995). 
Resultados obtidos a partir de estudos laboratoriais in vivo e in vitro, de 
investigações epidemiológicas e experiências clínicas em humanos indicam 
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que os flavonóides têm efeitos importantes sobre a quimoprevenção e terapia 
do cancro. Diversos mecanismos foram propostos para a 
anticarcinogenecidade dos flavonóides, como a capacidade dos flavonóides 
actuarem como antioxidantes (Ross e Kasum, 2002) e/ou como prooxidantes 
(Galati e O’Brien, 2004); a protecção do DNA dos danos oxidativos; a inibição 
das enzimas de metabolização da fase I (exemplo, sistema citocromo P450); a 
indução das enzimas metabolizadoras da fase II (exemplo, glutationa S-
transferase, NAD(P)H:quinona oxidoreductase e UDP-glucuroniltransferase) 
(Galati e O’Brien, 2004); a indução do sistema de reparação do DNA (De Flora, 
1998); a inibição da proliferação celular; a indução da morte celular 
programada (apoptose) (Dorai e Aggarwal, 2004); a toxicidade mitocondrial por 
colapso do potencial da membrana mitocondrial causado pelos radicais 
fenoxilos e a inibição da glicoproteína-P (a elevada expressão desta 
glicoproteína está envolvida na resistência das células cancerígenas a agentes 
anticarcinogénicos) (De Flora, 1998; Galati e O’Brien, 2004). 
Os flavonóides têm um papel importante na protecção das células contra 
a citotoxicidade e genotoxicidade induzida pelos radicais livres, o que ajuda a 
explicar o seu potencial benéfico na redução da ocorrência do cancro e outras 
patologias (Alia et al., 2005a). 
 
 
1.2.1.5. Actividade pro-oxidante 
 
Os flavonóides em determinadas condições apresentam efeitos 
citotóxicos que podem estar relacionados com as suas propriedades pró-
oxidantes (Valko et al., 2006). Uma visão recente sobre os efeitos biológicos 
dos flavonóides sugere que as propriedades anticarcinogénicas destes 
compostos podem ser também devidos à actividade pro-oxidante dos 
flavonóides e não unicamente como consequência do seu potencial 
antioxidante (Galati e O’Brien, 2004).  
Na presença de oxigénio, metais de transição como o cobre e o ferro 
catalizam o ciclo redox dos flavonóides, conduzindo à formação de espécies 
reactivas de oxigénio e radicais fenoxilos que podem danificar o DNA, lípidos, 
proteínas e outras moléculas biológicas. Os flavonóides com anel B catechol, 
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como por exemplo a quercetina, ao sofrerem oxidação, catalizada pelas 
peroxidases, dão origem a metabolitos tipo semiquinona e quinona que podem 
actuar como electrófilos que se ligam a macromoléculas celulares como DNA, 
proteínas e GSH. A oxidação dos flavonóides com anel B fenol, catalizada 
pelas peroxidases, resulta na formação de radicais fenoxilos que são 
citotóxicos, co-oxidam lípidos insaturados e causam a formação de ROS 
(Metodiewa et al., 1999). Deste modo, os flavonóides alimentares apresentam 
características antioxidantes e pro-oxidantes. As formas reduzidas dos 
flavonóides actuam como antioxidantes enquanto que as formas oxidadas 
(radicais fenoxilos ou “quinone/quinone methide intermediates”) têm actividade 
pro-oxidante. Williams e seus colaboradores (2004), sugeriram recentemente 
que os flavonóides podem não actuar como os convencionais antioxidantes 
dadores de hidrogénio, uma vez que, in vivo os antioxidantes endógenos como 
o ácido ascórbico se encontram em concentrações mais elevadas do que os 
flavonóides. No entanto, as concentrações de flavonóides que ocorrem in vivo 
podem ser suficientes para mediar a actividade de receptores e enzimas, 
afectando a função celular mesmo a baixas concentrações. 
A actividade pro-oxidante dos flavonóides pode ser responsável pelas 
suas propriedades anticancerígenas através da indução da apoptose por 
inibição ou estimulação de várias vias de sinalização e fragmentação 
apoptótica do DNA mediada pelas ROS. Segundo Galati e O’Brien (2004) a 
actividade antioxidante dos flavonóides alimentares pode apenas explicar 
parcialmente a actividade antitumoral destes compostos. A ligação directa dos 
flavonóides ao DNA, a sua capacidade de fragmentação da cadeia nucleotídica 
e a formação de ROS na presença de iões metálicos de transição são alguns 
dos mecanismos de acção pró-oxidantes que, na opinião destes autores, 
justificam as propriedades anticancerígenas dos falvonóides.  
 
 
1.2.1.6. Actividade mutagénica 
 
Apesar dos efeitos benéficos dos flavonóides, doses elevadas destes 
compostos dão origem a efeitos tóxicos e mutagénicos. Estudos realizados 
com bactérias mostram que alguns polifenóis, nomeadamente a quercetina, 
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podem exercer efeitos mutagénicos nestes sistemas in vitro. Um possível 
mecanismo para a mutagenicidade da quercetina em bactérias pode estar 
relacionada com a interacção directa do flavonóide com o DNA (Ferguson, 
2001). Estudos realizados em células de mamífero parecem contudo ter 
resultados controversos. A Quercetina induziu aberrações cromossómicas e 
alterações nos cromatídeos irmãos em células CHO (Skibola e Smith, 2000). A 
actividade pró-oxidante dos flavonóides pode depletar as defesas antioxidantes 
como a GSH e GST podendo dar origem ao stress oxidativo. A diminuição do 
potencial antioxidante pode gerar danos oxidativos no DNA e deste modo ser 
responsável pela mutagenicidade dos flavonóides (Sahu e Gray, 1996). Da 
Silva e colaboradores (2002) mostraram que a rutina não causa danos no DNA 
de células da medula óssea de rato, através do teste de micronúcleos. A 
quercetina apenas apresentou danos para doses iguais ou superiores a 2 x 
1250mg/Kg. Apesar da demonstrada genotoxicidade da quercetina em diversos 
ensaios de curto – prazo, não existem resultados consistentes que 
estabeleçam uma relação directa com a carcinogenicidade. 
Com o crescente interesse nas medicinas alternativas, cerca de 10% da 
população geral e 30 a 70% dos indivíduos com problemas de saúde ingerem 
produtos vegetais com propriedades medicinais. Atendendo a esta 
predisposição actual, Galati e O’Brien (2004), no artigo de revisão sobre a 
potencial toxicidade dos flavonóides, alertam para a necessidade de avaliar a 
toxicidade destes compostos no organismo, uma vez que o seu consumo não é 
controlado. Além disso, a sua interacção com fármacos pode causar uma 
diminuição da eficácia de possíveis tratamentos. Apesar deste assunto ser 
objectivo de alguns trabalhos já realizados, a potencial toxicidade destes 
componentes alimentares, quando utilizados com fins terapêuticos, ainda não 
está totalmente esclarecida.  
A toxicidade dos flavonóides poderá estar relacionada com os níveis de 
composto presente no organismo. No entanto, permanece ainda por esclarecer 
em que condições e quais os níveis de flavonóides capazes de induzir os seus 
reconhecidos efeitos benéficos sem potenciar efeitos patológicos (Alia et al., 
2005a; Undeger, et al., 2004). 
 
 




Os triterpenóides estão amplamente distribuídos pela natureza. O ácido 
ursólico (UA) é um ácido triterpeno pentacíclico (fig.4), presente numa grande 
variedade de alimentos vegetais e em plantas medicinais. Este triterpeno tem 
sido referenciado por induzir uma série de actividades biológicas tais como, 
actividade antibacteriana, hepatoprotectora, imunomoduladora, antiinflamatória, 
antihiperglicémica, anticarcinogénica e antiproliferativa (Es-saady et al., 1996, 








Figura 4 – Estrutura química do ácido ursólico 
 
Estes compostos são de natureza lipofílica, sendo potencialmente fáceis 
de absorver pelas células quando presentes nos alimentos ingeridos. Os 
mecanismos pelos quais os triterpenoides exercem os seus efeitos benéficos 
são diversos entre eles destacam-se, a actividade antioxidante, a capacidade 
de modular o sistema antioxidante endógeno e a capacidade de modular as 




1.3. Compostos naturais e quimoprevenção 
 
Nos últimos anos, diversos agentes presentes na natureza 
demonstraram, quer em estudos in vitro como in vivo, ter um potencial 
quimopreventivo e quimoterapêutico no tratamento do cancro (Galati e O’Brien, 
2004; Agner et al., 2005). As propriedades antioxidantes são normalmente 









Mestrado em Toxicologia  Introdução 
16 
naturais exercem os seus efeitos benéficos. No entanto, outros mecanismos 
têm também vindo a ser propostos (De Flora, 1998; Dorai e Aggarwal, 2004).  
 
 
1.3.1. Actividade antioxidante 
 
Os antioxidantes têm sido extensivamente estudados devido à sua 
capacidade na prevenção do stresse oxidativo e prevenir patologias 
associadas. O potencial antioxidante dos compostos deve-se à sua capacidade 
para sequestrar radicais livres e/ou quelar metais de transição (ferro e cobre), 
que estão envolvidos na formação de ROS (Ferguson, 2001; Lima et al., 2005).  
A actividade antioxidante confere protecção contra os danos oxidativos 
em diversos tipos de biomoléculas, nomeadamente o DNA, contribuindo para a 
estabilidade genética. A capacidade antioxidante é influenciada pela estrutura 
do composto sendo que alguns estudos têm demonstrado que, por exemplo, os 
flavonóides aglicosilados apresentam uma maior capacidade antioxidante do 
que os respectivos compostos glicosilados. A diminuição da actividade 
antioxidante dos flavonóides glicosilados pode dever-se ao bloqueio dos grupos 
fenólicos que actuam como sequestradores dos radicais livres e quelantes de 
metais. A isto junta-se também, em sistemas biológicos, a maior dificuldade 
destes compostos em atravessarem as membranas celulares. A 




1.3.2. Sistema antioxidante endógeno 
 
A capacidade de modular a resposta antioxidante endógena através da 
indução de moléculas e/ou enzimas antioxidantes endógenas é um dos 
possíveis mecanismos pelo qual os compostos naturais exercem os seus 
efeitos benéficos. O sistema de defesa antioxidante endógeno pode ser 
dividido em não enzimáticos e enzimáticos (Chaudiére e Ferrari-iliou, 1999). Os 
sistemas não enzimáticos incluem moléculas como a glutationa (GSH), um 
tripeptídeo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), responsável pela destoxificação de 
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uma grande variedade de metabolitos reactivos, nomeadamente espécies 
reactivas de oxigénio. Assim, o equilíbrio redox nas células é mantido a fim de 
evitar danos em diversas biomoléculas (Halliwell et al., 1995; Myhrstad et al., 
2002). Os sistemas enzimáticos envolvem enzimas como a glutationa 
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), superóxido dismutase (SOD) e a 
catalase (CAT). A glutationa peroxidase catalisa a oxidação da glutationa com 
eliminação de hidroperóxidos, como o peróxido de hidrogénio. Esta enzima 
encontra-se distribuída pelo citoplasma e mitocôndria sugerindo que é um dos 
principais sequestradores do peróxido de hidrogénio nos diversos 
compartimentos subcelulares. A actividade da GPx é dependente da 
disponibilidade da glutationa reduzida (GSH) que depende, entre outras coisas, 
da redução da glutationa oxidada (GSSG) por acção da enzima glutationa 
reductase. A CAT foi a primeira enzima antioxidante a ser caracterizada e é 
responsável pela conversão do peróxido de hidrogénio em água e oxigénio. A 
SOD cataliza a dismutação do anião superóxido a peróxido de hidrogénio, que 
é o substrato da catalase e da glutationa peroxidase (Gaté et al., 1999; Klaunig 
e Kamendulis, 2004; Young e Woodside, 2001). Os sistemas antioxidantes 
enzimáticos e não enzimáticos previnem o stress oxidativo por removerem os 
radicais antes da indução de danos (Gordon, 1996). 
 
 
1.3.3. Metabolismo de destoxificação 
 
Um mecanismo proposto para a protecção contra o cancro é a 
modulação das enzimas envolvidas no metabolismo dos xenobióticos (De 
Flora, 1998). Os organismos estão continuamente expostos a xenobióticos que 
podem ser por vezes facilmente absorvidos pelo sistema respiratório, digestivo 
e pela pele e dificilmente excretados devido à sua natureza lipofílica. A 
eliminação destes xenobióticos depende da sua conversão em compostos 
hidrossolúveis através de um processo conhecido por biotransformação.  
O processo de biotransformação ocorre maioritariamente no fígado e 
envolve geralmente duas fases, as reacções de fase I e reacções de fase II 
(fig.5). As reacções de fase I envolvem as reacções de oxidação, hidroxilação e 
redução catalisadas pela família de enzimas designadas citocromos P-450. 
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Estas reacções resultam na formação de metabolitos intermediários mais 
polares que podem ser directamente eliminados ou passar para substrato de 
reacções de fase II. As reacções de fase II são reacções de conjugação 
mediadas pelas enzimas de fase II como a UDP-glucuronosiltransferase (UGT), 
glutationa-S-transferase (GST) e a sulfotransferase. Os metabolitos 
intermediários resultantes da fase I ou os xenobióticos com grupos funcionais 
são conjugados com substratos endógenos como a glutationa, ácido 
glucurónico e sulfato, dando origem a conjugados mais solúveis em água e 
portanto facilmente excretados através da bílis ou da urina (Hodek et al., 2002; 
Lampe, 1999). 
 
 Figura 5 – Biotransformação dos xenobióticos. 
 
Como resultado do processo de biotransformação, podem ocorrer duas 
situações distintas: a destoxificação dos xenobióticos ou a sua bioactivação. A 
destoxificação dos xenobióticos consiste na formação de metabolitos não 
tóxicos facilmente eliminados do organismo. Enquanto que, a bioactivação dos 
xenobióticos consiste na formação, no final da fase I, de metabolitos 
intermediários, mais reactivos do que o composto inicial, com capacidade de se 
ligarem covalentemente a proteínas ou ácidos nucleicos, podendo iniciar o 
processo de carcinogenicidade (Birt et al., 2001; Hodek et al., 2002; Lampe, 
1999). A inibição das enzimas de fase I e a indução das enzimas de fase II são 
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 1.3.4. Sistema de reparação 
 
 A reparação do DNA é um processo essencial para a sobrevivência das 
células uma vez que protege o genoma dos danos e consequentes mutações. 
As células usam diferentes estratégias para reparar os danos do DNA de 
acordo com o tipo de dano e a sua localização (Hursting and Kari, 1999). A 
reparação dos danos requer em primeiro lugar o reconhecimento dos danos 
seguido da remoção da zona danificada, síntese da nova zona e ligação das 
cadeias nucleotídicas, o que reflecte o envolvimento de diversas enzimas que 
são activadas pelos próprios danos no DNA. O processo de reparação do DNA 
é um processo que necessita de tempo. No entanto, numa situação em que as 
células apresentam elevadas taxas de divisão celular, não existe o tempo 
suficiente para a reparação dos danos, antes que ocorra a replicação do DNA, 
conduzindo ao aumento dos níveis de danos e à fixação das mutações (Pitot e 
Dragan, 1996). Danos no DNA associados a um sistema de reparação ineficaz 
e uma elevada taxa de divisão celular contribuiem para o desenvolvimento de 
tumores. Os factores alimentares desempenham um papel importante na 
regulação do sistema de reparação, apesar dos factores genéticos poderem 
contribuir para a instabilidade genética e uma reparação insuficiente (Abalea et 
al., 1999; Hu et al., 1996). A modulação do sistema de reparação constitui um 
possível mecanismo de quimoprevenção do cancro (De Flora, 1998). 
 
 
1.3.5. Actividade antiproliferativa e apoptótica 
 
O ciclo celular consiste num conjunto de eventos sequenciais (fases do 
ciclo celular) conducentes à formação de duas células geneticamente idênticas 
à progenitora ou seja é responsável pela proliferação celular (fig. 6). O ciclo 
celular é regulado de modo a que a produção de novas células compense, 
exactamente, a perda de outras células. No entanto, danos genéticos podem 
conduzir a um desequilíbrio do ciclo celular, desencadeando uma proliferação 
acelerada e descontrolada. 
A actividade antiproliferativa desempenha um papel importante na 
quimoprevenção do cancro dado evitar a propagação de células em que 
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ocorreram alterações genéticas e com predisposição para a proliferação 
desregulada. Diversos estudos têm demonstrado o efeito inibitório dos 
flavonoides na proliferação de diversos tipos celulares, como por exemplo nas 
seguintes: K562 “human leukemia cells” (Csokay et al., 1997; Roy et al., 2003), 
células hepáticas (Ramos et al., 2005; Son et al., 2005), HL-60 (Wang et al., 
1999), células do cólon (Kuo et al., 1997; Kuntz et al., 1999), células do 
pâncreas (Mouria et al., 2002), células do cancro do fígado (Son et al., 2004), 
células do cancro da próstata (Gupta et al., 2001; Tyagi et al., 2002) e células 











Figura 6 – Fases do ciclo celular (G1,S, G2, M e G0) e respectivos pontos de 
controlo.  
 
A actividade antiproliferativa deve-se ao bloqueio da progressão do ciclo 
celular e/ou indução da morte celular por apoptose (Birt et al., 2001; Son et al., 
2005). O bloqueio da progressão do ciclo celular pode surgir como 
consequência da modulação das moléculas envolvidas na regulação do ciclo 
celular como por exemplo as proteínas cinases (Csokay et al., 1997). 
A apoptose, morte celular programada, é um processo que ocorre de 
forma controlada e ordenada, contribuindo deste modo para o desenvolvimento 
e a manutenção da homeostasia dos tecidos (taxa de proliferação celular = 
taxa de morte celular). A morte celular por apoptose distingue-se facilmente da 
morte celular por necrose devido a um conjunto de características morfológicas 
e bioquímicas. Salienta-se a exposição extracelular dos resíduos de 
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diminuição do tamanho celular, a condensação da cromatina, a fragmentação 
do DNA e por último a fragmentação da célula e formação de corpos 
apoptóticos (fig.7). As alterações que ocorrem na superfície celular permitem 
que as células apoptóticas sejam imediatamente reconhecidas e fagocitadas. A 
rápida eliminação das células e o não extravasamento do conteúdo celular 
justifica a ausência do processo inflamatório (típico da necrose) (Lopaczynski e 
Zeisel, 2001). 
 







Figura 7 – Esquema das várias fases da apoptose.  
 
A apoptose desempenha um papel importante como mecanismo 
protector contra a instabilidade genética, uma vez que permite eliminar células 
com danos genéticos (De Flora, 1998; Ferguson, 2001). A indução da apoptose 
tem vindo a ser utilizada como uma estratégia quimopreventiva para o controlo 
do cancro. Deste modo, a procura de substâncias capazes de induzir 
selectivamente a apoptose em células tumorais têm merecido atenção da 
comunidade científica.  
 
  
1.4. Modelo experimental 
 
 Nos dias de hoje, o Homem está exposto a uma grande variedade de 
tóxicos que causam danos em biomoléculas importantes, tendo como resultado 
o aparecimento de diversas patologias. As células hepáticas são amplamente 
utilizadas em estudos de toxicologia dado que o fígado é o primeiro órgão que 
contacta com o sangue proveniente da passagem pelo intestino, transportando 
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depois são distribuídos pelo organismo. Além disso, o fígado é o órgão 
responsável pela destoxificação, estando sujeito aos efeitos nocivos do próprio 
tóxico ou dos seus metabolitos resultantes do processo de destoxificação.  
Os efeitos hepatotóxicos do t-BHP encontram-se bem documentados na 
bibliografia pelo que é frequentemente utilizado como modelo em estudos de 
citotoxicidade e genotoxicidade. O DNA é um do alvos da toxicidade dos 
compostos gerando danos que não sendo reparados pelos sistemas de 
reparação das células dá origem a mutações que se acumulam ao longo do 
tempo. Este dano pode causar um desequilíbrio no ciclo celular, 
desencadeando uma divisão acelerada e descontrolada de células (célula 
tumoral), dependendo do local em que a mutação ocorre na molécula de DNA. 
 
 
1.4.1. Estudos in vitro (como modelo experimental) 
 
Vários modelos experimentais (como, modelos animais e cultura de 
células) são utilizados para estudar a bioactividade dos compostos naturais. As 
culturas de células animais apresentam vantagens em relação aos modelos 
animais e estudos humanos. Assim, nessas condições, há maior possibilidade 
de controlar as condições experimentais, o que facilita a interpretação dos 
resultados. De igual forma, requer pequenas quantidades das substâncias em 
estudo e a sua utilização é eticamente menos discutível. No entanto, 
apresentam algumas desvantagens, tais como a manutenção das culturas em 
condições de assepsia, a perda progressiva do grau de diferenciação das 
células e a incapacidade de reproduzir as condições do organismo, pelo que as 
respostas obtidas não são totalmente representativas da situação in vivo 
(Freshney, 1994; O’Brien et al., 2000).  
Nos sistemas de culturas há a distinguir cultura de células primárias e 
linhas celulares. As culturas primárias correspondem a células provenientes de 
uma fonte viva sã e que são mantidas num sistema in vitro. Estas células 
apresentam uma elevada similaridade funcional com o respectivo tecido in vivo. 
No entanto, uma das principais desvantagens dessas culturas é o facto das 
células apresentarem baixa frequência de divisão, tal como no organismo vivo, 
o que dificulta a sua utilização por longos períodos de tempo (Freshney, 1994; 
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Guillouzo, 1992). As linhas celulares correspondem a células que inicialmente 
foram extraídas de tumores. Devido à sua capacidade proliferativa estão em 
constante divisão, o que permite a sua manutenção num sistema in vitro. Um 
dos principais problemas das linhas celulares é a perda de actividade 
enzimática ao longo da subcultivação das células. Uma das preocupações 
neste tipo de sistemas consiste em desenvolver sistemas de células que 
possuam competência metabólica de modo a proceder à metabolização dos 
xenobióticos. As células HepG2 correspondem a uma linha celular isolada a 
partir de um hepatoblastoma humano. As células HepG2 conservam activas 
enzimas de fase I como citocromos P450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B e 
CYP2E1), envolvidas no metabolismo de agentes carcinogénicos. Possui 
também enzimas de fase II, incluindo a glutationa-S-transferase, 
sulfotransferases, N-acetiltransferases e glucuranosiltransferases. Knasmuller e 
colaboradores (1998) mostraram que a actividade das enzimas responsáveis 
pela metabolização dos xenobióticos nas células HepG2 é similar ou apenas 
um pouco mais baixa do que a actividade das mesmas em hepatócitos 
humanos. Devido à competência metabólica a linha celular HepG2 tem sido 
utilizada como modelo experimental em muitos estudos, nomeadamente em 
ensaios de toxicidade. Esta linha celular permite a detecção de efeitos 
genotóxicos no interior das células onde os metabolitos reactivos formados 
interagem com o DNA (Uhl et al., 1999). 
 
 
 1.4.2. Danos no DNA induzidos pelo tert-butil hidroperóxido 
 
 O tert-butil hidroperóxido (t-BHP) é um hidroperóxido orgânico de cadeia 
curta, amplamente utilizado como modelo para investigar efeitos celulares e 
moleculares do stress oxidativo (Guidarelli et al., 1997; Lapshina et al., 2005). 
Nos hepatócitos, o t-BHP é metabolizado através de duas vias distintas. Uma 
delas envolve a biotransformação através de enzimas de fase I, conduzindo à 
formação de radicais livres peroxilo e alcoxilo. Estes radicais podem ser 
neutralizados pelo sistema antioxidante da célula. No entanto, se a produção 
destes radicais ultrapassar a capacidade de defesa da célula, estabelecem-se 
ligações covalentes com moléculas celulares, tais como os lípidos. Desta forma 
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inicia-se a peroxidação lipídica tendo como resultado a morte celular. A 
segunda via de metabolização do t-BHP corresponde à sua redução pela 
glutationa peroxidase conduzindo à formação do álcool tert-butilo, com a 
conversão de GSH a GSSG. (Fernandes et al., 2003; Guidarelli et al., 1997; 
Hwang et al., 2002; Lin et al., 2000; Valentão et al., 2004a). Uma redução 
acentuada de GSH intracelular associada ao aumento dos metabolitos 
celulares reactivos resultantes da metabolização do t-BHP aumenta a 
susceptibilidade das células aos danos provocados pelos radicais livres 
(Fernandes et al., 2003; Valentão et al., 2004b).  
Genericamente, a exposição das células ao t-BHP induz uma série de 
eventos tóxicos tais como: depleção da GSH (glutationa reduzida), peroxidação 
dos lípidos das membranas, quebras na cadeia do DNA, depleção significativa 
do ATP celular, alteração da homeostasia do cálcio intracelular, perda do 
potencial de membrana mitocondrial e, como evento final, a morte celular 
(Lapshina et al., 2005). 
Os efeitos do t-BHP sobre a estabilidade do DNA genómico são claros. 
No entanto, o mecanismo pelo qual são induzidos os danos oxidativos ainda 
não está totalmente esclarecido. Guidarelli e colaboradores (1996) num estudo 
realizado em células U937 (“Human myeloid leukemia”) mostraram que o 
piruvato (substrato respiratório) era capaz de aumentar a formação de danos 
no DNA quando sujeito a baixas concentrações de t-BHP. Estes autores 
demonstraram ainda a capacidade do piruvato na prevenção dos efeitos 
citotóxicos induzidos por elevadas concentrações do hidroperóxido. 
Posteriorente os mesmos autores consideraram que a acumulação de Ca++ na 
mitocôndria está relacionado com o aumento da resposta genotóxica do t-BHP, 
o que reflecte o potencial envolvimento da mitocondria nas lesões do DNA 
induzidas por este hidroperóxido (Guidarelli et al., 1997). O modelo de 
genotoxicidade proposto para o t-BHP inclui a decomposição do hidroperóxido 
orgânico pelo citocromo P450 em radicais peróxilos. Estes radicais entram na 
mitocôndria e formam peróxido de hidrogénio. Este dirige-se para o núcleo, 
reage com o ferro ligado à cromatina e forma radicais hidroxilo por reacção de 
Fenton, resultando lesões no DNA (Guidarelli et al., 1997). Um outro 
mecanismo proposto para a genotoxicidade do t-BHP envolve a activação da 
endonuclease dependente do cálcio e subsequente dano no DNA (Lapshina et 
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al., 2005). De um modo geral a genotoxicidade do t-BHP está associada ao 
aumento da produção de espécies reactivas de oxigénio e à falência do 
sistema antioxidante intracelular. 
 
 
1.4.3. Objectivos e desenho experimental 
  
Os compostos naturais presentes em plantas medicinais têm sido 
referenciados na literatura por possuírem diversos efeitos biológicos benéficos. 
Os flavonoides apresentam, entre outras, propriedades anti-carcinogénicas, 
que podem ser mediadas por diversos mecanismos, nomeadamente: a 
capacidade para sequestrar os radicais livres, quelar metais de transição (ferro 
e cobre), capacidade de modular a resposta do sistema antioxidante endógeno 
através da indução de moléculas e/ou enzimas antioxidantes endógenas, 
modulação de enzimas intervenientes no metabolismo dos xenobióticos, 
modulação do sistema de reparação, inibição da proliferação celular bem como 
indução da apoptose. Os ácidos triterpénicos também apresentam 
propriedades anticarcinogénicas. Algumas das propriedades atribuídas, pela 
medicina popular, aos compostos naturais têm vindo a ser comprovadas e os 
seus mecanismos elucidados através de estudos in vitro.  
Neste trabalho propomos utilizar de uma linha celular proveniente de um 
hepatoma humano (HepG2) para avaliar o efeito hepatoprotector de alguns 
fitoquímicos presentes em plantas medicinais. Com o objectivo de estudar a 
actividade anti-genotóxica dos compostos serão avaliados os seus efeitos 
protectores sobre os danos no DNA induzidos pelo oxidante t-BHP pelo método 
SCGE (Single cell gel electrophoresis). Esta técnica permite a detecção de 
quebras nas cadeias do DNA de células isoladas. Os compostos naturais a 
estudar estão presentes em plantas medicinais, às quais a medicina popular 
atribui efeitos benéficos na prevenção e tratamento de vários tipos de cancro. A 
quercetina e a rutina são dois dos flavonoides mais abundantes nos alimentos 
provenientes das plantas. Tratando-se de dois compostos com a mesma 
estrutura química e sendo que a única diferença é a presença de um açúcar, 
torna-se importante conhecer os seus efeitos biológicos. Um outro composto 
natural a estudar é o ácido ursólico que, sendo mais lipossolúvel que os 
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flavonoides terá maior facilidade de entrar na célula. Os três compostos em 
estudo são referenciados na literatura como tendo propriedades 
hepatoprotectoras. Serão avaliados os efeitos de diferentes tipos de tratamento 
com os compostos naturais na tentativa de compreender que possíveis 
mecanismos estão envolvidos na protecção do DNA: 
- Incubação simultânea dos compostos naturais e o tóxico (revela efeitos 
mediados pela célula); 
- Pré-incubação com os compostos naturais seguido de exposição ao 
tóxico (revela uma interacção directa com o tóxico e/ou os seus metabolitos); 
- Pré-incubação com os compostos naturais seguido de exposição ao 
tóxico e com período de recuperação sem composto natural e sem tóxico 
(revela efeitos sobre o sistema de reparação do DNA).  
A actividade antiproliferativa diminui a possibilidade de propagação dos 
danos do DNA a gerações celulares futuras, sendo que um outro objectivo do 
trabalho é estudar o efeito dos compostos naturais sobre a proliferação das 
células HepG2 através do ensaio do MTT. Este método permite quantificar as 
células metabolicamente viáveis.  
O presente estudo pretende também reforçar o facto de que a dieta pode 
ser considerada como um factor chave para a prevenção de diversas doenças 
humanas, nomeadamente o cancro. 
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Foram adquiridos à Sigma Chemical Company (St Louis, EUA) os 
seguintes compostos: quercetina, rutina, ácido ursólico, tert-butilo 
hidroperóxido, HEPES (N- [2-hydroxyethyl] piperazine-N’- [2-ethane-sulfonic 
acid]), Meio Mínimo de Eagles (MEM), o azul tripano, bicarbonato de sódio, 
piruvato de sódio, solução antibiótica antimicótica, solução 0.25% 
tripsina/EDTA, brometo de etídio, agarose “low-melting” (LM), agarose “normal-
melting” (NM), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), forma 
reduzida da nicotinamida adenina dinucleótido (NADH), dimetilsulfóxido 
(DMSO), Triton X-100, albumina sérica bovina (BSA), poli-L-lisina e o DAPI. O 
soro fetal de bovino (FBS) foi adquirido à Biochrome KG e o Kit de detecção de 
morte celular in situ e DNase I à Roche. Frascos de cultura de 75cm2, placas 
de cultura (6, 24 e 96 poços) foram adquiridos à Falcon e as lâminas de vidro à 
Nunc. Todos os outros reagentes são de grau analítico. 
 
 
 2.2. Cultura de células  
 
A linha celular HepG2 foi adquirida à American Type Culter Collection – 
ATCC (catálogo nº HB-8065; lote 2690165). As células HepG2 cresceram em 
meio de MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico 
em frascos de cultura de 75cm2. Ao atingir 80-90% de confluência as células 
foram tripsinizadas com uma solução de 0.25% (p/v) Tripsina – 0.03% (p/v) 
EDTA. A contagem das células foi efectuada num hemocitómetro com azul 
tripano adicionado na proporção de 1:1 e em seguida foram efectuadas as 
diluições necessárias para subcultivar as células em novos frascos com uma 
densidade celular de 3.0×106 cél/frasco. As culturas foram mantidas numa 
incubadora a 5% de CO2 à temperatura de 37ºC. O meio de cultura foi 
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substituido a cada 2 dias. Todos os ensaios foram realizados em meio de MEM 
nas condições acima mencionadas. 
 
 
2.3. Ensaios de viabilidade celular 
 
A viabilidade celular foi estimada pela quantificação da actividade da 
LDH no meio de incubação versus actividade da LDH total nas amostras, 
segundo o método descrito por Lima e colaboradores., 2004. Resumidamente, 
o estudo sobre a viabilidade celular foi realizado em placas de 24 poços com 
uma densidade celular de 1,25*105 cél/poço. Após 24h de adesão celular o 
meio de cultura foi removido e substituído por meio novo. As células HepG2 
foram incubadas com diferentes concentrações dos compostos em estudo por 
diferentes períodos de tempo (24 e 72h). Após incubação retiraram-se para os 
microtubos devidamente rotulados 360µl de meio de cada poço para a 
determinação da LDH extracelular. O restante meio de cultura foi removido e as 
células lavadas com 1ml de PBS a 37ºC sendo em seguida recolhidas em 1ml 
de tampão de lise para a determinação da LDH intracelular. As amostras foram 
guardadas a -80ºC até ao doseamento da LDH. Para a análise da actividade da 
enzima da LDH as amostras foram pipetadas para uma placa de 96 poços e 
adicionado 200µl de NADH (concentração final de 0.28 mM). A reacção foi 
iniciada pela adição de 10µl de piruvato (concentração final de 0.32 mM). A 
variação da absorvância que corresponde à velocidade de conversão do NADH 
(forma reduzida) em NAD+ (forma oxidada) foi registada num leitor de 
microplacas (SpectraMax 340 PC) no comprimento de onda de 340nm de 10 
em 10 segundos durante 2 minutos, à temperatura de 30ºC. 
A percentagem de LDH extracelular foi determinada pela seguinte 
fórmula: 
 
% LDHextracelular = [LDHextracelular/ (LDHextracelular + LDHintracelular)] × 100 
 
A viabilidade celular para cada condição experimental foi expressa em 
função do respectivo controlo, considerando que a % LDHextrac. no controlo 
corresponde a 100% de viabilidade das células.  
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2.4. Ensaios de genotoxicidade do t-BHP 
 
Nos ensaios de genotoxicidade as células foram subcultivadas em 
placas de 6 poços com uma densidade de 0.5*106 células/poço e mantidas, 
“overnight” para a adesão. Após esse período, as células foram expostas a 
concentrações crescentes de t-BHP (0-1000µM) durante 1h. O controlo 
negativo deste ensaio corresponde a células HepG2 incubadas sem t-BHP. O t-
BHP foi dissolvido em PBS. 
 
 
2.5. Ensaios de anti-genotoxicidade da Q, R e AU 
 
 As células foram subcultivadas em placas de 6 poços com uma 
densidade de 0.5*106 células/poço e mantidas “overnight”. Para avaliar o 
potencial efeito antigenotóxico dos compostos e os possíveis mecanismos de 
protecção foram avaliados três tipos diferentes de tratamento das células 
HepG2: tratamento simultâneo – as células HepG2 foram incubadas 
simultaneamente com o composto vegetal em estudo (Q, R ou AU) e 200µM t-
BHP durante 1h; pré-tratamento – as culturas foram incubadas com Q, R ou UA 
durante 24h antes da exposição ao tóxico (200µM t-BHP, 1h) e o pré-
tratamento com um período de recuperação – as culturas após a pré-incubação 
de 24h com o composto (Q, R ou UA) e sujeita ao tóxico (200µM t-BHP, 1h) 
foram submetidas a um período de recuperação de 2h (meio desprovido de 
tóxico e do composto vegetal). No pré-tratamento com e sem recuperação as 
culturas foram lavadas com PBS antes da remoção do meio para a adição do 
tóxico e para iniciar a fase de recuperação. As experiências de anti-
genotoxicidade apresentam dois tipos de controlo: controlo positivo – as células 
HepG2 foram incubadas em meio de cultura com 200µM t-BHP e na ausência 
de Q, R e AU; e o controlo negativo – as células HepG2 foram incubadas com 
meio de cultura na ausência de Q, R, AU e do tóxico. A Q, R e o AU foram 
dissolvidos em DMSO de modo a que a concentração de solvente no meio de 
cultura não excedesse 1%. Para cada condição experimental foram realizadas 
4 experiências independentes.  
Mestrado em Toxicologia  Material e Métodos 
30 
A percentagem de inibição dos danos no DNA induzida pelos compostos 
em estudo foi determinada pela seguinte expressão: 
 
I= [(DCP -DX) / (DCP - DCN)] × 100 
 
sendo I a percentagem de inibição dos danos no DNA por acção dos 
compostos; DCP os danos no DNA das células do controlo positivo; DX os danos 
no DNA das células tratadas com os compostos em estudo e  DCN os danos no 
DNA das células do controlo negativo. 
 
Nos estudos de recuperação foi determinada a taxa de recuperação dos 
danos por hora segundo a seguinte expressão: 
 
R = [((D0X – D2X)/D0C) × 100] / 2 
 
sendo R, a taxa de recuperação por hora; D0X, os danos no DNA das células 
de cada situação experimental do pré-tratamento sem período de recuperação; 
D2X os danos no DNA das células de cada situação experimental do pré-
tratamento com período de recuperação e D0C os danos no DNA das células 
do controlo positivo do pré-tratamento sem período de recuperação. 
 
 
2.6. Análise dos danos no DNA pelo método “alkaline single cell gel  
electrophoresis”. 
 
Nos estudos de genotoxicidade e antigenotoxicidade os danos no DNA 
foram estimados pelo método “alkaline single cell gel electrophoresis”. Este 
método foi realizado como descrito em UHl e colaboradores, (1999). 
Resumidamente, após o tratamento as culturas foram lavadas com PBS (1ml), 
tripsinizadas com uma solução de tripsina a 0.125% durante 5min. e 
ressuspensas em 1ml de PBS. De cada poço foi retirado para um eppenddorf o 
volume necessário para obter aproximadamente 50000 células. Estas células 
foram centrifugadas durante 1min. a 5000rpm (Eppendorf 5415C) e em seguida 
desprezado o sobrenadante. Após a ressuspensão das células em 100µl de 
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agarose LMP (low melting point agarose 0,5%), cerca de 75µl da suspensão foi 
colocada sobre uma lâmina recoberta previamente com uma camada de 
agarose NMP (normal melting point agarose 1%). Cada amostra foi recoberta 
por uma lamela e colocada a 4ºC durante 10 min. Após a solidificação da 
agarose, as amostras foram colocadas numa solução de lise (2.5M NaCl, 
100mM Na2EDTA, 10mM Tris, NaOH, pH 10 com 1% (v/v) TRITON X-100 
adicionado imediatamente antes de usar). Após a lise celular, as lâminas foram 
colocadas em tampão de electroforese (300mM NaOH, 1mM Na2EDTA, pH 13) 
a 4ºC durante 40 min., com vista ao desenrolamento do DNA. A electroforese 
que se seguiu decorreu a 4ºC durante 20min. a 21V (0.8V/cm) e a 300mA. 
Finalmente, as lâminas foram neutralizadas com tampão (Tris-HCl, pH 7.5) 
durante 15 min., lavadas com água destilada, fixadas e desidratadas com 
etanol absoluto. As lâminas foram guardadas no frigorífico até ao momento de 
análise (período inferior a 1 semana). Cada amostra foi marcada com 20µl de 
brometo de etídeo (10µg/ml) e analisada ao microscópio de fluorescência (Leitz 
Laborlux S). Para cada amostra foram analisados 100 células. Os danos no 
DNA das células foram analisadas por um método semiquantitativo ao qual foi 
atribuído um valor de (0, 1, 2, 3 e 4), de acordo com a intensidade da 
fluorescência na cauda do cometa (fig.8). As células com mais danos no DNA 
apresentam uma “cauda” que corresponde à migração de pequenos 
fragmentos durante a electroforese. Após a análise de 100 imagens a 
classificação varia entre 0 (células não danificadas) e 400 (máximo de danos).  
Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias (Duthie, 2003). 
O método de análise semiquantitativo foi validado por comparação com outros 
métodos de análise, tal como, análise de imagens computorizadas usando o 
programa informático Komet 3.0 Kinetic (Imaging Ltd, Liverpool, UK) como 
descrito na literatura (Collins, 1995). 
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Figura 8 – Método semiquantitativo. Classes dos cometas e respectivas 
percentagens de DNA fora do núcleo. 
 
 
2.7. Proliferação celular 
 
Os efeitos sobre a proliferação celular foram avaliados pelo método da 
redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). Este 
ensaio colorimétrico é baseado na redução dos sais de tretrazólio solúveis em 
água e de coloração amarela, em cristais de formazan insolúveis e de 
coloração púrpura pelas células vivas. Consequentemente, a quantidade de 
formazan produzido é proporcional ao número de células vivas. 
Resumidamente, as células foram incubadas em placas de 96 poços a uma 
densidade celular de 7.5×103 células/poço, tendo sido o período de adesão 
celular de 24 horas. Foram testados diferentes tempos de incubação. Num 
primeiro ensaio as células HepG2 foram incubadas durante 24h com diferentes 
concentrações de Q, R ou UA ao qual se seguiu a remoção do meio de cultura 
e substituição por um novo meio sem os compostos em estudo, durante 48h. 
Classe 0 Classe 1 Classe 2
Classe 3 Classe 4
(<5%) (5-20%) (20-40%)
(40-70%) (>70%)
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Num outro ensaio as células HepG2 foram incubadas durante 72h com 
diferentes concentrações de Q, R ou UA. Neste ensaio foram realizados dois 
tipos de controlo: o controlo inicial – após adesão celular o MTT foi adicionado 
às células o que permitiu determinar a densidade celular inicial; e o controlo 
final – as células foram incubadas 72h na ausência de Q, R e AU e o MTT foi 
adicionado no final do ensaio o que permitiu determinar a densidade celular 
final. O controlo inicial corresponde a 0% de proliferação celular enquanto que, 
o controlo final corresponde a 100% de proliferação celular. No fim do ensaio 
foi adicionado a cada poço 10µl da solução de MTT (5mg/ml) e as placas foram 
colocadas a incubar a 37ºC durante 1h. Os cristais de formazan foram então 
dissolvidos em 150µl de solvente orgânico DMSO:etanol na proporção de (1:1) 
durante 20min. à temperatura ambiente e a absorvância a 550-570nm medida 
usando um leitor de microplacas (Spectra Max 340PC). A percentagem da 
proliferação celular foi determinada através da seguinte expressão: 
 
PC = [(A – Ci)/(Cf – Ci)] × 100  
 
sendo PC a percentagem da proliferação celular; A, a densidade celular obtida 
nas diferentes condições experimentais (com Q, R ou AU); Ci, a densidade 
celular do controlo inicial; Cf, a densidade celular do controlo final. 
 
A inibição da proliferação celular foi determinada pela expressão que se segue: 
 
IPC = 100 – PC 
 
sendo IPC a percentagem de inibição da proliferação celular e PC a 





 Para avaliar alterações morfológicas as células HepG2 foram incubadas 
durante 24h com diferentes concentrações de Q, R ou AU, seguindo-se a 
observação ao microscópio óptico (Olympus CK2). 
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Os ensaios de apoptose foram realizados em lâminas de vidro com 4 
câmaras através do método de TUNEL. As lâminas foram previamente tratadas 
com poli-lisina (preparada à concentração de 0.1mg/ml em tampão borato 
150mM, pH 8.4) e conservadas a 4ºC até à sua utilização. As células foram 
incubadas nas lâminas de vidro a uma densidade celular de 2,5×105 células/ml 
e após o período de adesão celular de 24h as células foram incubadas com 50 
µM de Q, R ou AU durante 24h. A preparação das amostras e sua marcação 
com o TUNEL foi realizada segundo o protocolo que acompanha o kit de 
detecção de morte celular in situ. Resumidamente, as células foram fixadas 
com uma solução de fixação (4% paraformaldeido em PBS, pH 7.4) durante 1h 
à temperatura ambiente, lavadas com PBS, incubadas durante 10 min. a 15-
25ºC com uma solução bloqueadora (3% H2O2 em metanol) e permeabilizadas 
com uma solução (0,1% TRITON X-100 em 0,1% citrato de sódio) durante 2 
min. no gelo. Após a incubação das células com a mistura da reacção de 
TUNEL durante 1h a 37ºC numa atmosfera escura e húmida, as células foram 
lavadas com PBS e incubadas durante 15 min. com DAPI. As células foram 
analisadas ao microscópio de fluorescência (Leitz Laborlux S) num meio de 
glicerol a 30% em PBS. Neste ensaio foi realizado um controlo positivo em que 
as células antes da marcação com a mistura da reacção de TUNEL foram 
incubadas com DNase (15U/ml) durante 10 min. a 15-25ºC. Efectuou-se ainda 
um controlo negativo em que as células foram incubadas com a mistura da 




2.9. Análise estatística 
 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. As diferenças 
estatísticas dentro de cada tipo de tratamento foram determinadas por “One-
way ANOVA” seguido de “Bonferroni’s multiple comparasion test”. As 
diferenças estatísticas entre o pré-tratamento com e sem período de 
recuperação foram determinadas por "two-way ANOVA”, seguido de 
“Bonferroni’s multiple comparison test”. Foram consideradas diferenças 
significativas para valores de P≤0,05. 






3.1. Efeito citotóxico da Q, R e AU em células HepG2 
 
A citotoxicidade dos compostos em estudo (Q, R e AU) foi avaliada 
através do ensaio da LDH. Foram avaliadas diferentes concentrações e tempos 
de exposição dos compostos em estudo. Os resultados obtidos mostraram que 
a citotocidade, após 24h de incubação com diferentes concentrações de R e 
AU não apresentaram diferenças significativas relativamente ao controlo (fig.9). 
A Q diminuiu significativamente a viabilidade celular apenas para a 
concentração de 100µM (P<0.05) quando incubada durante 24h. 


































Quercetina Rutina Ácido ursólico
    
Figura 9 – Efeito da Q, R e AU na viabilidade das células HepG2 após um período de 
incubação de 24h (média ± erro padrão); n=4. 
 
Quando incubadas por um período de 72h com Q verificou-se um 
aumento da citotoxicidade (que corresponde ao aumento da % de LDH 
extracelular) para concentrações superiores a 25µM (P<0,001), sendo o efeito 
citotóxico da Q maior para concentrações mais elevadas (fig.10). 
Concentrações superiores a 50µM de AU apresentaram diferenças estatísticas 
(P<0,001), quando comparadas com o controlo, após 72h de incubação. No 
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entanto, a R não induziu citotoxicidade para a gama de concentrações 



































Quercetina Rutina Ácido ursólico
 
Figura 10 – Efeito da Q, R e AU na viabilidade das células HepG2 após um período de 
incubação de 72h (média ± erro padrão), n=4. 
 
Com base nos resultados obtidos neste ensaio, foram estabelecidas as 
condições experimentais para os ensaios subsequentes. Foram evitados 
longos períodos de exposição e elevadas doses de composto. 
 
 
3.2. Efeito genotóxico do t-BHP 
 
As células HepG2 foram expostas a concentrações crescentes de t-BHP 
(0-1000 µM) durante 1h a 37ºC. Após o tratamento a formação quebras no 
DNA foi avaliada através do ensaio cometa (fig.11). Os danos oxidativos no 
DNA induzidos pelo t-BHP mostraram-se dependentes da concentração. Para a 
concentração de 1000µM de tóxico os cometas observados encontravam-se na 
sua grande maioria na classe 4 o que reflecte a elevada extensão dos danos 
(elevada genotoxicidade).  
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Figura 11 – Efeito da concentração do t-BHP sobre os danos no DNA nas células 
HepG2 submetidas a um período de incubação de 24h antes da exposição ao tóxico 
por 1h. Os danos no DNA foram estimados pelo método "comet assay". Os resultados 
correspondem à média ± erro padrão para n=4. *** P<0.001 quando comparado com o 
controlo. 
 
Para os ensaios de antigenotoxicidade seleccionou-se a concentração 
de 200µM de t-BHP, uma vez que neste caso os danos são intermédios 
(cometas de classe 2 e 3 ≈ 250 unidades arbitrárias).  
Nos ensaios seguintes o controlo positivo e negativo correspondem às 
células tratadas durante 1h com ou sem 200µM de t-BHP, respectivamente. 
 
 
3.3. Efeito antigenotóxico da Q, R e AU 
 
Para avaliar o potencial efeito antigenotóxico dos compostos em estudo 
e os possíveis mecanismos de protecção foram avaliados três tipos diferentes 
de tratamento das células HepG2: o tratamento simultâneo com o composto 
natural e o tóxico que poderá reflectir a interacção directa entre o agente 
oxidante e o composto em estudo; o pré-tratamento com compostos naturais 
antes da exposição ao tóxico em que a protecção pode ser mediada através de 
efeitos intracelulares; e o pré-tratamento com compostos naturais antes da 
exposição ao tóxico seguido por um período de recuperação sem composto 
natural e sem tóxico, que indica a possibilidade dos compostos actuarem 
Mestrado em Toxicologia  Resultados 
38 
também ao nível do sistema de reparação dos danos oxidativos induzidos pelo 
tóxico. 
 
I – Tratamento simultâneo 
No tratamento simultâneo as células HepG2 foram incubadas 
simultaneamente com 200µM de t-BHP e diferentes concentrações de Q (fig. 
12a), R (fig. 12b) ou AU (fig. 12c). As figuras 12a e 13 mostraram o efeito da Q 
sobre os danos no DNA induzidos pelo t-BHP. A extensão dos danos diminui 
com o aumento da concentração da Q (fig12a). A inibição dos danos oxidativos 
no DNA representa a capacidade da Q na protecção do DNA dos danos 
induzidos pelo t-BHP, comparativamente ao controlo positivo (danos no DNA 
induzidos por 200µM de t-BHP). A percentagem de inibição dos danos foi de 
20%, 41% e 57% para a concentração de 12.5, 25 e 50 µM de Q, 
respectivamente. Quando incubadas apenas com Q (50 µM), verificou-se que 
os danos no DNA obtidos, não apresentaram diferenças significativas 
relativamente ao controlo negativo (células incubadas com meio de cultura na 
ausência de composto natural e t-BHP), o que demonstrou a ausência de 
genotoxicidade do composto nas concentrações avaliadas (fig. 12a). A R e o 
AU, nas condições experimentais avaliadas também não induziram a formação 
de cometas nesta linha celular. Contrariamente à Q, a R e o AU para a gama 
de concentrações testada, não foram efectivos na protecção dos danos 
oxidativos no DNA induzidos pelo t-BHP (fig. 12b - c). A extenção dos danos 
manteve-se inalterada na presença de R ou de AU. 
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Figura 12 – Danos no DNA de células HepG2. Efeito da (a) quercetina; (b) rutina ou 
(c) ácido ursólico em incubação simultânea com 200µM t-BHP durante 1h. Os danos 
no DNA foram estimados pelo método do cometa. Os resultados correspondem à 
média ± erro padrão (n=4). ### P<0,001 quando comparado com o controlo negativo; 
*** P<0,001 quando comparado com o controlo positivo. 
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               0 µM t-BHP         200µM t-BHP                 
         
                                
           200µM t-BHP + 50µM Quercetina 
 
Figura 13 – Imagem representativa do efeito da Q sobre os danos no DNA das células 




II – Pré-tratamento  
Neste tipo de tratamento a linha celular foi inicialmente incubada com 
diferentes concentrações de Q, R ou AU durante 24h e posteriormente 
incubada com novo meio de cultura apenas com 200µM t-BHP por um período 
de 1h. As células HepG2 quando submetidas a uma pré-incubação de 24h com 
quercetina apresentaram uma diminuição na extensão dos danos oxidativos no 
DNA induzidos pelo tóxico (fig. 14a). O efeito protector da Q depende da 
concentração no meio de cultura. As concentrações de 25 e de 50µM 
diminuiram significativamente os danos em 17% e 29%, respectivamente. 
O pré-tratamento das células com R não reduziu a extensão dos danos 
relativamente ao controlo positivo (fig.14b) para a gama de concentrações 
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avaliada. Em relação ao AU foram encontradas diferenças significativas apenas 
na concentração mais elevada 25µM (fig.14c). Para esta concentração a 
extensão dos danos sofreu uma redução de 20% relativamente ao controlo 
positivo. A Q, R e o AU, não induziram a formação de danos oxidativos no DNA 
(ausência de efeitos genotóxicos nesta linha celular), nas condições 
experimentais avaliadas. 
 
III – Pré-tratamento com período de recuperação 
Para avaliar a capacidade dos compostos vegetais em estudo intervirem 
ao nível da recuperação dos danos, após o pré-tratamento de 24h com o 
composto, seguido de 1h de exposição ao tóxico, as células foram incubadas 
apenas com meio de cultura durante 2h (período de recuperação). As colunas 
a cinzento da figura 14 mostram os danos no DNA induzidos por diferentes 
concentrações de t-BHP após o período de recuperação. A extensão dos 
danos no DNA é menor após o período de recuperação comparativamente com 
as mesmas concentrações avaliadas sem período de recuperação (colunas a 
branco), em todas as concentrações testadas. As células tratadas com 200µM 
de t-BHP e após 2h de recuperação apresentaram danos significativos (≈120 
unidades arbitrárias). No entanto para a mesma concentração de tóxico, em 
tratamentos sem período de recuperação, os danos foram da ordem dos 250 
unidades arbitrárias. Nos estudos de recuperação continuou-se a utilizar 
200µM de t-BHP dado existirem danos no DNA após as duas horas de 
recuperação. Contrariamente ao que aconteceu no pré-tratamento sem período 
de recuperação, em que as concentrações de Q mais elevadas foram 
favoráveis, baixas concentrações de Q e AU diminuíram significativamente a 
extensão dos danos (fig.14a e 14c) observados no final do período de 
recuperação. Concentrações de Q de 12.5 e de 25µM aumentaram a 
recuperação dos danos no DNA em 13% e 12% respectivamente. Na presença 
de 6.25 e de 12.5µM de AU a recuperação dos danos no DNA foi aumentada 
em 8% e 13% respectivamente. A R, na gama de concentrações avaliada, não 
teve qualquer efeito na recuperação dos danos induzidos pelo t-BHP (fig.14b). 
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Figura 14 – Efeito da pré-incubação de 24h com (a) quercetina; (b) rutina ou (c) ácido 
ursólico sobre os danos no DNA induzidos pelo t-BHP (200µM, 1h) sem período de 
recuperação (colunas a branco) e após 2h de recuperação (colunas a cinzento). Os 
danos no DNA foram avaliados pelo método do cometa. Os resultados correspondem 
à média ± erro padrão para n=4. ### P<0.001 quando comparado com o respectivo 
controlo negativo; *** P<0.001 quando comparado com o respectivo controlo positivo). 
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3.4. Efeitos da Q, R e AU sobre a proliferação das células HepG2 
 
A proliferação celular foi avaliada pelo método do MTT, tal como descrito 
anteriormente. A figura 15 mostra o efeito da Q, da R e do AU sobre a 
proliferação celular em células HepG2. A incubação das células com Q durante 
24h ou 72h induziu, em ambos os casos, a uma diminuição na proliferação 
celular, dependente da concentração (fig.15).  
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Figura 15 – Efeito da Q, R e AU sobre a proliferação das células HepG2 após (a) 24h 
e (b) 72h de incubação usando o ensaio do MTT. Os resultados correspondem à 
média ± erro padrão de pelo menos 3 experiências independentes (com 5 réplicas 
cada). 
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A inibição da proliferação das células HepG2 quando incubadas durante 
24h com Q foi de 30% e 45% para concentrações de 25 e de 50µM, 
respectivamente (fig. 15a). Para 72h de incubação, a inibição da proliferação 
celular atingiu valores de 40%, 86% e de 131% para 12.5, 25 e 50µM de Q, 
respectivamente (fig. 15b). O AU apenas inibiu a proliferação das células 
HepG2 quando incubado durante 72h. Neste caso, verificou-se percentagens 
de inibição da proliferação celular de 86% para 50µM de AU, respectivamente 
(15b). O efeito antiproliferativo da Q e do AU aumentou em função do tempo de 
incubação. A R para a gama de concentrações avaliada, não teve efeito sobre 
a proliferação das células HepG2, quer nas 24h quer nas 72h de incubação 
(fig. 15a - b). 
 
 
 3.5. Apoptose 
 
As células HepG2 quando incubadas durante 24h com Q ou AU 
apresentaram alterações morfológicas comparativamente às células apenas 
incubadas com meio de cultura (fig. 16). As células apresentaram uma forma 
arredondada e o volume celular ligeiramente diminuído. Quando tratadas com 
AU, além das alterações anteriores, observou-se a existência de pontos 
escuros no seu interior. A redução do volume celular foi observada para as 
concentrações de 25 e 50µM de Q e AU, sendo mais notória no caso da 
concentração mais elevada. Este facto suge a indução de apoptose. As células 
tratadas com R não apresentaram alterações morfológicas relativamente ao 
controlo. 
Atendendo às alterações morfológicas observadas foram iniciados os 
ensaios, para averiguar se os compostos naturais em estudo (Q, R e AU) 
induzem a apoptose em células HepG2. Estas foram incubadas durante 24h 
com 50µM de Q, R ou AU. Posteriormente foram submetidas às colorações 
com DAPI que cora os núcleos de todas as células e TUNEL que cora apenas 
os núcleos das células apoptóticas. Em todos os ensaios o DAPI marcou os 
núcleos. No entanto, apenas o controlo positivo apresentou células marcadas 
pelo TUNEL (fig.17), o que parece indicar que as alterações morfológicas 
produzidas pelos compostos não significam indução da apoptose. As células 
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incubadas com R também não apresentaram marcação com o TUNEL 
(resultado não incluído na figura 17). Este estudo da indução da apoptose por 
compostos naturais encontra-se, no entanto, ainda numa fase preliminar e mais 
ensaios serão necessários para se poderem tirar conclusões. 
 
Controlo      Rutina 
    
  Quercetina          Ácido ursólico 
   
 
Figura 16 – Aspecto morfológico das células HepG2 quando tratadas durante 24h com 
50 µM de R, Q ou AU observadas ao microscópio óptico com uma ampliação de 
200X. 
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        (a) DAPI       (b) TUNEL 
Controlo +       
Controlo          
Quercetina      
Ác. Ursólico         
Figura 17 – Imagens de microscopia de fluorescência das células HepG2 incubadas 
durante 24h com 50µM de Q ou AU com marcação (a) DAPI e (b) TUNEL. O controlo 
positivo corresponde a células HepG2 tratadas com DNase I e o controlo da 
experiência consiste em incubar as células durante 24h com o meio de cultura na 
ausência de compostos naturais. (Ampliação de 200X). 




O fígado é o principal órgão responsável pela destoxificação de 
xenobióticos o que consiste na conversão do xenobiótico potencialmente tóxico 
em metabolitos mais hidrossolúveis e facilmente excretados. Durante o 
processo de biotransformação podem-se, no entanto, formar metabolitos mais 
reactivos do que as moléculas progenitoras (Lima et al., 2004). Deste modo, 
algumas reacções de biotransformação podem ser encaradas como reacções 
de destoxificação, enquanto outras são consideradas como reacções de 
activação que geram metabolitos extremamente reactivos, nomeadamente 
espécies reactivas de oxigénio. O DNA é um dos alvos biológicos dos efeitos 
tóxicos das ROS que geram danos oxidativos. Se não forem reparados, os 
danos podem conduzir à iniciação do processo de carcinogenicidade. No 
entanto, a prevenção dos danos ou a indução da sua reparação podem impedir 
a iniciação do processo. Também efeitos inibidores de proliferação celular e 
indutores de apoptose podem ser benéficos pois impedem a propagação de 
eventuais danos.  
Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a quercetina e 
o ácido ursólico protegem o DNA dos danos oxidativos induzidos pelo t-BHP 
em células HepG2.  
Os hidroperóxidos orgânicos, tais como o t-BHP, têm sido referenciados 
como indutores de “DNA single strand breakage” (Guidarelli et al., 1997). Os 
resultados do presente trabalho mostram que os danos no DNA das células 
HepG2 depende da concentração de t-BHP, tal como descrito na literatura 
(Guidarelli et al., 1997). Os danos induzidos pelo t-BHP foram detectados pelo 
“comet assay”. A base molecular do mecanismo pelo qual o t-BHP induz danos 
oxidativos no DNA ainda não está totalmente esclarecida. Sestili e 
colaboradores (2002) mostraram que os danos no DNA induzidos pelo t-BHP 
requerem uma fonte de ferro e são insensíveis aos antioxidantes 
sequestradores de radicais. 
Os mecanismos inibidores da mutagenicidade e da carcinogenicidade 
podem actuar nas diferentes fases do desenvolvimento do cancro (De Flora, 
1998). A ocorrência de mutações constitui a fase inicial do desenvolvimento 
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desta patologia. Os compostos vegetais podem inibir os efeitos genotóxicos 
dos xenobióticos por diversos mecanismos (Lampe, 1999). No nosso trabalho 
foram avaliados três tipos de tratamento das células para evidenciar efeitos a 
diferentes níveis de acção dos compostos em estudo.  
Os resultados obtidos no tratamento simultâneo mostram que a Q 
protege o DNA dos danos induzidos pelo t-BHP. O efeito protector da Q foi 
dependente da sua concentração. Com efeito, estudos anteriores mostram que 
a Q também apresenta actividade antigenotóxica em diversos tipos de células, 
nomeadamente em Caco-2 (Aherne e O’Brien, 2000), linfócitos (Undeger et al., 
2004; Wilms et al., 2005) e em células U937 “Human myeloid leukemia” (Sestili 
et al., 1998). A estrutura química dos flavonoides influencia a actividade 
antioxidante destes compostos (Brown et al., 1998). A Q apresenta 
características estruturais que lhe conferem um forte potencial antioxidante 
(Manach et al., 1996; Pannala et al., 2001, Valko et al., 2006), podendo um dos 
mecanismos envolvido na protecção do DNA das células ser a capacidade de 
sequestrar directamente os radicais livres. Os flavonoides são oxidados pelos 
radicais formando também radicais embora menos reactivos e portanto menos 
nocivos (Nijveltd et al., 2001). Um outro mecanismo que contribui para a 
actividade antioxidante da Q é a capacidade de quelar metais, o que previne a 
formação de radicais livres pela reacção de Fenton (De et al., 2003; Wang e 
Joseph, 1999). O efeito protector da Q observado no tratamento simultâneo 
reflecte uma acção directa com o t-BHP ou os seus metabolitos. Apesar da 
demonstrada actividade antioxidante da Q, ainda permanece por esclarecer se 
o efeito protector em células HepG2 expostas a t-BHP depende da actividade 
de sequestrar radicais ou de quelar iões. Alguns estudos têm demonstrado o 
envolvimento dos iões ferro na genotoxicidade do t-BHP em células U937 
(Sestili et al., 1998; Sestili et al., 2002) e Caco-2 (Aherne e O’Brien, 2000). 
Segundo estes autores o efeito protector da Q depende essencialmente da 
capacidade de quelar iões de ferro. No entanto, não colocam de parte, o 
possível envolvimento da capacidade de sequestrar radicais livres na protecção 
de outras linhas celulares.  
No sistema em estudo, a R não se mostrou eficaz na protecção do DNA 
em nenhum dos tipos tratamentos utilizados. Do ponto de vista estrutural, a Q e 
a R apenas diferem no grupo 3-hidroxilo do anel C que, no caso da R está 
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substituído por um açúcar (rutinósido) sendo portanto muito semelhantes 
(fig.2b). Porém, a actividade antioxidante da Q na forma glicosilada é menor do 
que na forma aglicosilada, sugerindo que a ligação de uma molécula de açúcar 
bloqueia os grupos fenólicos responsáveis pelo sequestro dos radicais e pelo 
quelar dos metais (Aherne e O’Brien, 2000; Ross e Kasum, 2002). A 
glicosilação da Q não diminui apenas a actividade antioxidante como também a 
sua hidrofobicidade e consequentemente diminui a sua permeabilidade através 
das membranas celulares (Rice-Evans et al., 1997). A hidrofobicidade da Q é 
de 1,48 enquanto que para a R é de -2,02. Estes valores foram obtidos a partir 
do software KowWin (LogKow) que pode ser acedido através do seguinte 
endereço electrónico http://www.syrres.com. A hidrofobicidade dos compostos 
naturais é um factor determinante na sua biodisponibilidade (Rice-Evans et al., 
1996; Decker, 1997; Sestili et al., 2002). Ferrali e colaboradores (1997) 
mostraram que a Q atravessa rapidamente a membrana dos eritrócitos. No 
entanto, não observaram entrada de R durante 1h. Experiências realizadas 
com células Caco-2 demonstraram que a Q atravessa a membrana celular por 
transporte passivo, enquanto que os seus glucósidos dependem da actividade 
dos transportadores da glucose (Walgren et al., 2000). A incapacidade da R 
proteger o DNA dos danos oxidativos induzidos pelo t-BHP, em células HepG2, 
poderá então ser devida à baixa biodisponibilidade dos flavonoides glicosilados 
nestas células que não dispõem do transportador eventualmente envolvido no 
transporte em Caco-2 (o SGLT1). Assim, contrariamente aos nossos 
resultados, alguns investigadores têm verificado que a R apresenta actividade 
protectora em alguns tipos de células nomeadamente em Caco-2 (Aherne e 
O’Brien, 2000). Por outro lado também se sabe que a Q e outros flavonoides 
têm uma forte afinidade com as proteínas do soro (Arts et al., 2001; McAnlis et 
al., 1999). A suplementação do meio de cultura com soro fetal de bovino (tal 
como foi utilizado por nós) reduz a biodisponibilidade dos flavonoides o que 
pode contribuir para a ausência de actividade biológica por nós encontrada no 
caso da R. 
Estudos in vivo têm demonstrado o efeito protector da R contra a 
carcinogenicidade induzida por agentes químicos (Yang et al., 2000). Webster 
e colaboradores (1996) mostraram que a dieta de ratos submetidos a agentes 
hepatocarcinogénicos (aflotoxina B1 e N-nitrosodimetillamina), quando 
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suplementada com R diminui significativamente o aparecimento das “single-
strand breaks” no DNA nuclear. O efeito protector da R deve-se, segundo este 
autores, à capacidade de inibir a actividade das enzimas envolvidas no 
metabolismo dos carcinogénicos, inibir a peroxidação lipídica e modular a 
indução das enzimas de reparação. Apesar da baixa bioactividade da R nos 
estudos in vitro a sua ingestão através da dieta tem que ser tida em atenção 
pois, tal como dito anteriormente, embora podendo não ser absorvida tão 
facilmente pode ser deglicosilada pela flora intestinal e absorvida na forma de 
Q. 
Apesar da elevada hidrofobicidade do AU (7,92) no tratamento 
simultâneo e nas concentrações avaliadas (6.25 – 25µM), este composto não 
foi eficaz na protecção dos danos no DNA induzidos pelo t-BHP. Martin–Aragón 
e colaboradores (2001) avaliaram a capacidade do AU em sequestrar radicais 
hidroxilos. Estes autores concluíram que o efeito de remoção dos radicais 
hidroxilos por este triterpeno é muito pequena e apenas detectável para 
concentrações superiores a 50µM do composto. Lo e colaboradores (2002) 
mostraram, através do teste do DPPH, que o AU não têm capacidade de 
sequestrar radicais livres. No nosso sistema, e nas condições avaliadas, o AU 
não apresentou capacidade de diminuir o stress oxidativo por acção directa, tal 
como indicado pela ausência de efeito protector no tratamento simultâneo.  
Para além da capacidade de diminuir o stress oxidativo por acção directa 
(sequestração de radicais livres e/ou quelar metais), os compostos vegetais 
podem também conferir protecção indirecta devido à sua acção sobre o 
sistema de defesa antioxidante da célula. Este conjunto de defesas está 
envolvido na prevenção e/ou reparação dos danos oxidativos resultantes da 
exposição contínua dos organismos às ROS. Os agentes quimopreventivos 
que aumentam a capacidade celular para combater o stress oxidativo, têm sido 
referenciados como inibidores da carcinogenecidade induzida por químicos em 
modelos animais. 
Os resultados relativos ao pré-tratamento, mostram que a Q (25 – 50µM) 
é eficaz na prevenção dos danos no DNA induzidos pelo t-BHP. A pré-
incubação das células com ácido ursólico (25µM) também diminui a extensão 
dos danos no DNA induzidos pelo tóxico. O efeito protector observado no pré-
tratamento das células dever-se-á à acção dos compostos vegetais sobre os 
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mecanismos de defesa antioxidante das células. Sabe-se que a Q aumenta os 
níveis de GSH em diversas linhas celulares tais como, MCF7 “human breast 
cancer cells” (Rodgers e Grant, 1998), COS-1 “monkey kidney derived cells” 
(Myhrstad et al., 2002) e HepG2 (Alía et al., 2005a). Também o AU aumenta 
significativamente os níveis de antioxidantes não enzimáticos, nomeadamente 
GSH em ratos Wistar, o que confere um efeito hepatoprotector contra a 
toxicidade mediada pelo etanol (Saravanan et al., 2005). Martin-Aragon e 
colaboradores (2001) consideram que os efeitos protectores do AU podem 
dever-se à manutenção dos níveis adequados de GSH para a destoxificação 
dos xenobióticos. O aumento da concentração de GSH é normalmente 
entendido como uma estratégia para preparar a célula contra o stress oxidativo.  
Certos compostos vegetais, nomeadamente os flavonoides, modulam a 
actividade e/ou expressão dos genes das enzimas antioxidantes. Alía e 
colaboradores (2005b) avaliaram a actividade das enzimas antioxidantes como 
SOD, CAT, GPx e GR após exposição das células HepG2 a dois agentes 
oxidantes t-BHP e peróxido de hidrogénio. t-BHP induziu um aumento 
significativo na actividade das enzimas antioxidantes avaliadas enquanto que o 
peróxido de hidrogénio apenas aumentou ligeiramente a GPx e a CAT. Num 
outro estudo, os mesmos autores, mostram que o pré-tratamento das células 
HepG2 com Q previne o aumento significativo da actividade da GPx, SOD, 
CAT e GR induzida pelo t-BHP, sugerindo que a Q pode preparar o sistema de 
defesa antioxidante da célula face a uma condição de stress oxidativo (Alía et 
al., 2005c). Molina e colaboradores (2003) mostraram que a Q aumenta a 
actividade das enzimas antioxidantes intracelulares e protege o fígado de 
ratinho do stress oxidativo induzido pelo etanol. Além disto, o efeito da 
quercetina sobre o sistema de defesa antioxidante mostrou ser selectivo uma 
vez que este flavonoide aumenta a actividade da SOD, CAT e GR em células 
hepáticas normais e não em células hepáticas tumorais (Son et al., 2004). 
Também o AU demonstra, segundo alguns autores, capacidade de 
modular o sistema de defesa antioxidante endógeno. Martin-Aragón e 
colaboradores (2001) mostraram que o pré-tratamento de ratos com AU 
preserva significativamente a actividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, 
GPx e GR. O AU parece também aumentar a actividade da CAT no fígado de 
ratinho (Kitani et al., 1999). Somoya e colaboradores (2003) num estudo sobre 
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hipertensão avaliaram os efeitos cardiovasculares, antihiperlipidémicos e 
antioxidantes dos ácidos oleanólico e ursólico. Ambos os triterpenoides têm 
efeitos antihipertensivos atribuídos, em parte, ao efeito antioxidante dos 
compostos em estudo, uma vez que aumentaram a actividade das enzimas 
antioxidantes, GPx e SOD (Somoya et al., 2003).   
Um outro mecanismo proposto para a actividade quimopreventiva de 
vários compostos naturais e que poderá explicar o efeito protector da Q e do 
AU no pré-tratamento, consiste na inibição ou indução de enzimas da fase I e II 
do metabolismo dos xenobióticos, respectivamente (Wilms et al., 2005). Tal 
como já se referiu, diversos compostos, durante a fase I são bioactivados, ou 
seja, formam metabolitos intermediários mais reactivos do que o composto 
inicial que causam danos em diversos tipos de macromoléculas (proteínas, 
lípidos, RNA e DNA). Os flavonoides podem inibir a bioactivação de compostos 
carcinogénicos através da inibição das enzimas de fase I ou através da inibição 
dos receptores membranares envolvidos na entrada desses compostos na 
célula. Sabe-se por exemplo que a Q inibe especificamente o CYP1A2 em 
células V79 (chinese hamster cell line) (Lautraite et al., 2002) e em 
microssomas (Scott Obach, 2000). Também a expressão do CYP1A1 diminui 
quando células HepG2 são tratadas com Q (Kang et al., 1999), sendo também 
a actividade EROD (7-ethoxyresorufin-O-deethylase) em microssomas de 
células HepG2 inibida pela quercetina, o que indica a capacidade deste 
flavonoide em inibir a actividade do sistema citocromo P450 (Musonda et al., 
1997). 
Por outro lado a actividade antigenotóxica do AU parece não estar 
relacionada com a inibição dos citocromos mais envolvidos nas reacções de 
bioactivação. Kim e colaboradores (2004) mostraram que o AU apenas inibe a 
reacção catalizada pelo CYP2C19 em microssomas de fígado humano, não 
tendo qualquer efeito em outros citocromos testados. 
Os danos celulares induzidos pelos metabolitos intermediários reactivos 
podem assim ser, teoricamente, prevenidos pela inibição das enzimas de fase I 
envolvidas. A realidade porém parece, no entanto, não ser tão linear. A inibição 
das enzimas de fase I do metabolismo pode também ter como consequência a 
diminuição da eliminação de muitos xenobióticos, podendo portanto deste 
modo contribuir para que se acumulem no organismo compostos com efeitos 
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nocivos. A diminuição do processo de destoxificação pode ainda potenciar os 
efeitos genotóxicos dos xenobióticos em tecidos/orgãos com menor capacidade 
de destoxificação do que o fígado. Poder-se-ão também verificar efeitos tóxicos 
da acumulação de alguns metabolitos endógenos metabolizados pelas enzimas 
de fase I afectadas pelos flavonoides (Lampe, 1999; Silva et al., 2000). Em 
resumo, a inibição das enzimas de fase I do metabolismo dos xenobióticos por 
acção dos compostos vegetais inibe o potencial genotóxico de alguns 
compostos, mas pode potenciar os efeitos tóxicos de outros compostos. Daí 
que a modulação da resposta das enzimas de fase I através da dieta deva ser 
avaliada para cada caso e os efeitos em humanos devem ser considerados 
com reservas. 
Galati e O’Brien (2004) num artigo de revisão sobre a potencial 
toxicidade dos flavonoides e suas propriedades quimopreventivas também 
alertam para os efeitos adversos da interacção flavonoide-fármaco. O uso 
indiscriminado de flavonoides associado à administração de fármacos no 
tratamento clínico de uma patologia, pode resultar numa interacção flavonoide-
fármaco que modula a farmacocinética de certos fármacos, de modo a 
aumentar a sua toxicidade ou diminuir o seu efeito terapêutico (Galati e 
O’Brien, 2004).  
A indução das enzimas da fase II do metabolismo modula a 
genotoxicidade dos xenobióticos, genericamente contribuindo para a sua 
destoxificação (Birt et al., 2001; Lampe, 1999). A Q e outros flavonoides 
aumentam a actividade da glutationa-S-transferase (GST) (De et al., 2000; 
Fiander e Schneider, 2000). Esta enzima desempenha um importante papel na 
destoxificação dos compostos electrofílicos através da sua conjugação com a 
glutationa dando origem a produtos mais hidrossolúveis e facilmente 
eliminados pelo organismo. A GST protege as células contra os danos 
induzidos pelos radicais livres conferindo um aumento da resistência ao stress 
oxidativo. Desempenha ainda um papel importante na prevenção do cancro 
através da destoxificação de xenobióticos com potencial mutagénico (Fiander e 
Schneider, 2000; Ross e Kasum, 2002). Compostos vegetais, em particular a 
quercetina, têm também sido referenciados como indutores de outras enzimas 
da fase II do metabolismo dos xenobióticos nomeadamente a UDP-glucuronosil 
transferase em células Caco-2 (Galijatovic et al., 2000), a NAD(P)H:quinona 
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redutase em células de hepatoma de ratinho (Uda et al., 1997) e em células de 
um carcinoma da mama em humanos (Valério et al., 2001). As 
sulfotransferases são responsáveis pela conjugação com sulfato de 
xenobióticos contribuindo para a sua eliminação. No entanto, a sulfatação pode 
também conduzir à bioactivação de diversos compostos pró-carcinogénicos. Os 
flavonoides têm sido considerados como agentes quimopreventivos contra a 
carcinogenicidade induzida pela sulfatação dos compostos devido à inibição da 
actividade das sulfotransferases (Moon et al., 2005). 
A literatura referente à acção do AU sobre enzimas de fase II é escassa. 
Liu (1995) no artigo de revisão sobre a farmacologia do ácido oleanólico e do 
AU refere que ambos apresentam efeitos hepatoprotectores, sendo que um dos 
mecanismos envolvidos é o aumento da actividade da GST. 
O efeito dos flavonoides sobre a modulação das enzimas do 
metabolismo dos xenobióticos é complexa e dependente de uma diversidade 
de factores como, a estrutura química do composto, a sua concentração, o tipo 
de enzima e o modelo de estudo utilizado (Duthie e colab., 2000). 
A modulação do sistema de reparação do DNA representa um outro 
mecanismo envolvido na prevenção da carcinogenicidade, conferida pelos 
compostos vegetais (Chakraborty et al., 2004; De Flora, 1998). Os resultados 
obtidos no pré-tratamento com período de recuperação mostram que as células 
HepG2 têm a capacidade de recuperar parcialmente os danos induzidos pelo t-
BHP. Esta capacidade de recuperação foi aumentada de forma significativa 
quando as células foram pré-incubadas com baixas concentrações de Q e AU. 
O aumento da capacidade de recuperação pode ser explicada através da 
acção destes compostos sobre a actividade das enzimas de reparação do DNA 
por exemplo por modulação da expressão dos respectivos genes (Ferguson, 
2001). Abalea e colaboradores (1999) mostraram, pela primeira vez, que a 
mirecetina (flavonoide) modula as enzimas envolvidas na reparação do DNA 
em hepatócitos de cultura primária. A acção deste flavonoide, revela-se ao 
nível da expressão como também da síntese das enzimas reparadoras. 
A proliferação desregulada é um marcador do aumento da 
susceptibilidade para o desenvolvimento de tumores. Um outro mecanismo 
envolvido na quimoprevenção do cancro consiste na inibição da 
hiperproliferação celular (De Flora, 1998). No presente trabalho experimental a 
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Q inibe a proliferação das células HepG2 de modo dependente da 
concentração e do tempo de incubação. Alguns compostos vegetais apesar da 
ausência de efeitos tóxicos em células humanas e animais têm sido 
referenciados pela sua capacidade de inibir a proliferação de diversos tipos 
linhas celulares (Birt et al., 2001). Estudos sobre proliferação celular têm 
evidenciado os efeitos antiproliferativos da quercetina em diversas linhas 
celulares como, MCF7 (células humanas do cancro da mama), HL-60 (“the 
human HL-60 promyelocytic leukemia cell line); HT-29 (células humanas do 
cancro do cólon) (Rodgers e Grant, 1998; Kang e Liang, 1997; Kim et al., 
2005). Os resultados descritos por Son e colaboradores (2004) sugerem que a 
Q é capaz de induzir, de modo selectivo, a inibição da proliferação celular das 
células hepáticas tumorais e não das células hepáticas normais. A actividade 
antiproliferativa dos flavonoides, nomeadamente a Q, sugere que estes 
compostos podem bloquear o ciclo celular através da modulação das 
moléculas intervenientes nos pontos de controlo (G1/S e G2/M) do ciclo celular 
ou induzir a apoptose (Birt et al., 2001). O AU nas condições em estudo inibe a 
proliferação das células HepG2 apenas para longos períodos de incubação 
(72h). O efeito antiproliferativo do AU tem sido referenciado para diversas 
linhas celulares como por exemplo a linha celular M4Beu (células de um 
melanoma humano) onde o efeito antiproliferativo do AU foi associado à 
indução da apoptose (Harmand et al., 2005). Os resultados obtidos por Kim e 
colaboradores (2000) mostraram que o AU tem efeitos antiproliferativos às 36h 
e induz a apoptose às 48h em HepG2. No nosso estudo, o efeito 
antiproliferativo da Q e AU observado para um longo período de exposição 
(72h) poderá ser devido ao efeito citotóxico dos compostos uma vez que os 
níveis de LDH no meio extracelular aumentam para as 72h (fig.10). De notar, 
que 50µM de Q às 72h de incubação resulta na inibição da proliferação celular 
em 131% o que significa, que a densidade celular no fim do ensaio è menor do 
que a densidade celular no controlo inicial (início do ensaio), ou seja ocorreu 
morte celular.  
A ausência de efeito antiproliferativo da R também foi referenciada 
anteriormente em outros sistemas celulares (Kuo, 1996). A ausência de efeito 
poderá ser explicada pela sua baixa biodisponibilidade.  
Mestrado em Toxicologia  Discussão 
56 
 A indução da apoptose é um dos mecanismos que intervêm no controlo 
do cancro. Assim os compostos naturais com capacidade de induzir a apoptose 
poderão ser promissores na prevenção desta patologia uma vez que permite 
eliminar células com danos genéticos. A apoptose apresenta um conjunto de 
características morfológicas e bioquímicas, entre as quais diminuição do 
volume celular e fragmentação do DNA. Os compostos Q e AU induzem 
alterações morfológicas nas células HepG2 (fig. 16). No entanto, não foram 
observados núcleos marcados positivamente com o TUNEL (fig. 17) o que 
reflecte ausência de fragmentação do DNA. Estudos in vivo e in vitro mostram 
que alguns dos efeitos benéficos da Q se devem à sua capacidade de induzir a 
apoptose (Mouria et al., 2002). Ramos e colaboradores (2005) mostraram que 
a Q induz fragmentação do DNA (analisada por electroforese) em células 
HepG2, para concentrações superiores a 50µM, sendo o efeito dependente da 
concentração do composto. Shen e colaboradores (2003) num estudo realizado 
com a linha celular HL-60 sugerem que a glicosilação da Q atenua a 
capacidade de induzir a apoptose, justificando a ausência de efeito apoptótico 
da R. A ausência de efeito da Q na indução da apoptose, no nosso trabalho, 
poderá ser devida às baixas concentrações do composto e/ou devido à 
suplementação do meio de cultura com soro fetal de bovino. A presença de 
soro fetal de bovino no meio de cultura não só diminui a biodisponibilidade dos 
flavonoides, como torna as células menos predispostas para o processo 
apoptótico. 




O presente estudo mostra que a Q e o AU são compostos com potencial 
anticarcinogénico e com capacidade de intervirem a diferentes níveis.  
A quercetina e o ácido ursólico foram eficazes na protecção dos danos 
no DNA induzidos pelo t-BHP em células HepG2. O efeito antigenotóxico 
destes compostos parece ser devido a diferentes mecanismos: prevenção dos 
danos no DNA através da modulação do sistema antioxidante endógeno, das 
enzimas envolvidas no metabolismo dos xenobióticos e reparação dos danos 
através da modulação do sistema de reparação. No caso da Q, a actividade 
antioxidante é um outro mecanismo que poderá estar envolvido na prevenção 
dos danos no DNA. 
Além dos efeitos antigenotóxicos, a Q e o AU tem efeitos 
antiproliferativos o que demonstra a potencialidade destes compostos para 
intervirem de forma benéfica em diferentes fases do desenvolvimento dos 
tumores. Os compostos avaliados não apresentaram efeitos genotóxicos nas 
condições em estudo. 
Este trabalho mostra ainda que a R não apresenta efeitos biológicos no 
sistema em estudo o que reforça o facto de que a glicosilação dos flavonoides 
diminui a sua biodisponibilidade e/ou actividade biológica. 
O efeito protector destes compostos vai ao encontro das recomendações 
da organização mundial de saúde (OMS), no que se refere aos benefícios do 
consumo de produtos vegetais. A quimoprevenção com agentes naturais 
eficazes pode ser usada como uma estratégia para diminuir a incidência de 
diversos tipos de cancro através da inclusão na alimentação de factores 
protectores que fortifiquem os mecanismos de defesa do organismo.  
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6. Perspectivas futuras 
 
A quimoprevenção do cancro é hoje entendida como uma realidade. 
Assim uma dieta rica em produtos de origem vegetal protege contra as diversas 
fases do desenvolvimento de um cancro. Os resultados obtidos neste trabalho 
demonstraram que a Q e o AU apresentam efeitos protectores a diferentes 
níveis, inibem a formação de danos oxidativos no DNA, contribuem para a sua 
reparação e inibem a proliferação celular. No entanto, torna-se necessário 
esclarecer os mecanismos envolvidos no efeito antigenotóxico dos compostos. 
Torna-se também importante alargar o estudo a outros mecanismos que 
poderão estar envolvidos no efeito quimopreventivo. Vários estudos têm 
demonstrado que os compostos de origem vegetal inibem a proliferação de 
células tumorais, induzem a apoptose, inibem a produção de NF-kB e AP-1, 
inibem a angiogénese e a ciclooxigenase-2 (Dorai and Aggarwal, 2004; 
Ferguson, 2001).  
No presente trabalho foram avaliados compostos na forma isolada, pelo 
que terá todo o interesse avaliar o potencial de extractos de origem vegetal, na 
forma de misturas tal como habitualmente são ingeridos na prevenção e/ou 
tratamento do cancro. Os efeitos dos compostos naturais foram avaliados 
numa linha celular pelo que futuramente este tipo de trabalho deverá incluir um 
estudo comparativo entre os efeitos observados em células normais e células 
tumorais. Os efeitos dos compostos naturais isolados ou dos extractos só 
poderão ser considerados benéficos se o efeito for selectivo ou seja se permitir 
eliminar selectivamente células tumorais favorecendo a sobrevivência de 
células normais. Assim, por exemplo, compostos que induzam a apoptose 
indiscriminadamente em células normais e tumorais podem ter efeitos adversos 
sobre a fisiologia normal dos órgãos não tendo interesse para a 
quimoprevenção do cancro.  
A ausência de efeito da R no nosso sistema em estudo levantou a 
hipótese de que este composto não consegue entrar nas células HepG2. Nas 
células do intestino a R parece ser incorporada através dos transportadores de 
glucose dependentes de Na+ (SGLT-1). Deste modo, torna-se necessário 
estudar a absorção deste flavonoide em células hepáticas. 
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Um dos mecanismos propostos para a prevenção dos danos oxidativos 
no DNA das células HepG2 é a modulação das enzimas envolvidas no 
metabolismo dos xenobióticos, nomeadamente o sistema citocromo P450. No 
entanto, estas enzimas estão também envolvidas na biotransformação de 
fármacos, pelo que é fundamental avaliar se os compostos naturais com 
propriedades quimopreventivas interferem com a bioactividade dos fármacos. 
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